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Прогностички значај клиничко-патолошких и антиоксидативних 




Тубуларни карцином бубрега (renal cell carcinoma, RCC) је најчешћи 
облик неоплазије бубрега. Ово је хетерогена болест која укључује хистолошке 
ентитете које одликују различита етиологија, клиничка манифестација, генетичка 
предиспозиција и исход. У последње две деценије је забележен константан раст 
инциденце RCC, посебно у развијеним земљама доброг социо-економског статуса. 
Инциденца RCC у Србији је релативно ниска у поређењу са већином европских 
земаља, али број оболелих константно расте, што је праћено и порастом 
морталитета.  
   Због интензивне метаболичке активности и добре снабдевености 
кисеоником епителне ћелије бубрежних тубула су изложене деловању реактивних 
врста кисеоника (енг. reactive oxygen species, ROS). Физиолошки ниво ROS-a, у 
ћелијама бубрега, одржава антиоксидативни (AO) систем кога чине ензими (бакар 
цинк супероксид дисмутаза, CuZnSOD; манган супероксид дисмутаза, MnSOD; 
каталаза, CAT; глутатион пероксидаза, GPx; глутатион редуктазa, GR; глутатион 
трансферазa, GST) и неензимски молекул глутатион (GSH).  
Индикације о исходу RCC у земљама у развоју, укључујући Србију, су 
засноване на подацима о инциденци и морталитету, услед недостатка 
информација о преживљавању. И поред бројних студија, постоји потреба за 
дефинисањем поузданих прогностичких маркера код оболелих од RCC. Ова 
докторска дисертација је урађена са циљем да обезбеди податке о исходу болести 
код пацијената оболелих од RCC и идентификује факторе који утичу на укупно 
преживљавање испитаника. Полазећи од значајне улоге оксидативног стреса за 
процес канцерогенезе, у другом делу ове докторске дисертације је урађена 
анализа АО статуса која укључује одређивање параметара оксидативног стреса, 
липидне пероксидације и АО заштите. Такође, у овој студији је први пут 
процењен значај активности АО ензима, концентрације GSH и малондиалдехида 
(MDA) за преживљавање пацијената оболелих од RCC. 
 
 
За потребе ове студије, ретроспективно су прикупљени клиничко-
патолошки подаци пацијената (старост, пол, величина, градус, стадијум и 
хистолошки подтип тумора) којима је у периоду од 2009. до 2013. године 
дијагностикован RCC. Преживљавање пацијената је праћено у периоду од пет 
година, односно, од дана операције до краја студије или до наступања смртног 
исхода.  
За анализу АО статуса су прикупљени узорци здравог и туморског ткива 
бубрега пацијената након хируршке интервенције. У узорцима је одређен ниво 
прооксидативно-анитоксидативног баланса (PAB), концентрацијa GSH и MDA, 
ниво информационе РНК и протеина, као и активност АО ензима (CuZnSOD, 
MnSOD, CAT, GPx, GR, GST). Поред тога је одређен ниво информационе РНК и 
протеина транскрипционог фактора Nrf2 и његовог инхибитора Keap1.  
Стопа преживљавања пацијената је одређена Каплан-Мајер методом, а 
процена прогностичког значаја клиничко-патолошких и АО параметара је урађена 
Коксовом униваријантном и мултиваријантном анализом. Квантитативна анализа 
експресије гена је урађена методом ланчане ракције полимеразе у реалном 
времену (RTq-PCR), а ниво протеина је одређен имуноблот (Westernblot) 
анализом. Анализа концентрације укупних протеина, PAB, GSH, MDA и 
активности АО ензима је урађена одговарајућим спектрофотометријским 
методама. 
Резултати студије преживљавања су показали краће укупно 
преживљавање пацијената у седмој и осмој деценији живота и испитаника са 
тумором величине изнад 7 cm. Такође, пацијенти који су имали туморе високог 
градуса (III и IV) и стадијума (3. и 4.) су значајно краће живели у поређењу са 
онима код којих тумори нису у тој мери напредовали. Пацијенти са туморима III и 
IV градуса су под значајно већим ризиком од смртног исхода у односу на оне код 
којих су тумори били I и II градуса. Слично, трећи и четврти стадијум тумора су у 
вези са значајно већим ризиком за негативан исход болести.  
Малигно ткиво бубрега је имало виши ниво PAB и MDA, а нижу 
концентрацију GSH у поређењу за здравим ткивом. Поред тога, у туморима је 
регистрована нижа експресија SOD1, CAT, GR, GSTA1 гена, нижи ниво протеина и 
пад активности CuZnSOD, CAT, GR и GST. Насупрот томе, малигно ткиво је 
 
 
показало усходну регулацију експресије SOD2, што је праћено вишим нивоом 
протеина и повећаном активношћу MnSOD. Усходна регулација експресије GPX1 
гена у RCC није имала ефекта на ензимску активност GPx, која је била за 75% 
нижа него у здравом ткиву. Малигно ткиво је показало стабилну експресију NRF2 
гена и Nrf2 протеина. Експресија KEAP1 гена се није значајно мењала у туморима 
у поређењу са здравим ткивом. Пораст нивоа Keap1 протеина у туморима трећег и 
четвртог стадијума није имао ефекта на ниво  Nrf2. 
Пацијенти који су имали повећану концентрацију GSH и повишену 
активност GPx и GR у туморском ткиву бубрега су имали нижу стопу укупног 
преживљавања након петогодишњег периода праћења. Такође, виши ниво GSH, 
GPx и GR је носио готово два пута већи ризик од смртног исхода. Промена 
активности SOD, CAT и GST, као ни концентрација MDA, нису статистички 
значајно утицали на преживљавање пацијената оболелих од RCC. 
Резултати ове докторске дисертације су показали да су старост 
пацијената, величина, градус и стадијум тумора независни клиничко-патолошки 
параметри који утичу на укупно преживљавање пацијената оболелих од RCC, али 
да само градус и стадијум имају прогностички значај на основу кога се може 
проценити исход болести након нефректомије.  
Малигно трансформисано ткиво бубрега је у стању оксидативног стреса 
услед смањеног АО капацитета да елиминише ROS. Повећана активност MnSOD 
у RCC указује на тумор-протективну улогу овог ензима, док смањена активност 
CAT и GPx значи умањену способност малиног ткива да елиминеше H2O2, што 
истиче значај овог молекула у процесу канцерогенезе бубрега. Нижа активност 
GST у RCC је остала непромењена код узнапредовалих форми RCC, што 
сугерише да је опадање активности овог ензима део раних догађаја у процесу 
канцерогенезе. Опадање функције GST би могао бити један од фактора који 
доприноси малигној трансформацији ткива бубрега. Стабилна експресија Nrf2 
указује да је очување функционалости овог транскрипционог фактора један од 
кључних догађаја у канцерогенези бубрега. 
Повишен ниво GSH, GPx и GR у малигном ткиву бубрега је у вези са 
лошијом прогнозом, што указује на њихову тумор-протективну улогу. Резултати 
 
 
указују да глутатион и глутатион зависни ензими могу имати предикциони значај 
код оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
 
Кључне речи: тубуларни карцином бубрега, клиничко-патолошки параметри, 
оксидативни стрес, антиоксидативни параметри  
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Prognostic significance of clinicopathological and antioxidant parameters in 




Renal cell carcinoma (RCC) is the most common type of kidney neoplasia. 
This is a heterogeneous disease that includes histological entities characterized with 
different etiology, clinical manifestation, genetic predisposition, and outcome. In the 
last two decades, there has been a constant increase of RCC incidence, particularly in 
developed countries of good socio-economic status. The incidence of RCC in Serbia is 
relatively low compared to the most European countries, but the number of patients 
constantly grows accompanied by an increase of mortality rates. 
Renal tubular epithelial cells are exposed to detrimental effect of reactive 
oxygen species (ROS) as result of good oxygen supply and intensive metabolic activity. 
Antioxidant (AO) system consisting of enzymes (copper-zinc superoxide dismutase, 
CuZnSOD; manganese superoxide dismutase, MnSOD; catalase, CAT; glutathione 
peroxidase, GPx; glutathione S-transferase, GST) and small non-enzymatic molecules 
such as glutathione (GSH), maintains physiological level of ROS in kidney cells. 
There is lack of data regarding survival for lower-income countries, including 
Serbia. Despite numerous studies, the reliable prognostic markers in patients with RCC 
are still necessary. This doctoral dissertation was conducted to provide the outcome data 
of Serbian patients with RCC in relation to clinicopathological features and to identify 
prognostic factors that could affect their overall survival (OS). Taking into account the 
significance of oxidative stress for the cancer development, in the second part of this 
doctoral dissertation, the AO status analysis was done, which includes assessment of 
oxidative stress, lipid peroxidation and AO protection.  In this study, for the first time 
the effect of AO enzymes activity, GSH concentration and malondialdehyde (MDA) 
level on OS among patients with RCC was assessed. 
For survival study, we retrospectively collected clinicopathological data (age, 
sex, size, grade, stage and histological subtype of tumor) of patients diagnosed with 
RCC between 2009 and 2013. The follow-up period was five years, starting from the 
surgery date until death or the last follow-up appointment. 
 
 
For AO status analysis, we collected tumor and normal kidney tissue 
specimens of patients who underwent nephrectomy. In all samples, we determined level 
of prooxidant-antioxidant balance (PAB), concentration of GSH and MDA, activity of 
AO enzymes (CuZnSOD, MnSOD, CAT, GPx, GR, GST) and level of mRNA and 
proteins. Additionally, the mRNA and protein level of transcription factor Nrf2 and its 
inhibitor Keap1 were determined. 
The OS rate was analyzed with Kaplan-Meier method, and the prognostic 
significance of clinicopathological and AO parameters was assessed with Cox 
univariate and multivariate analysis. Quantitative real-time PCR (RTq-PCR) was used 
for gene expression analysis and the protein level was determined by Western blot. 
Concentration of total proteins, PAB, GSH, MDA and AO enzyme activity were 
measured spectrophotometrically. 
Patients in the seventh and eighth decade of life and those with a tumor size 
larger than 7 cm had lower overall survival rate. Also, patients with high grade (III and 
IV) and high stage (3rd and 4th) tumors lived significantly shorter compared to those in 
whom tumors had not progressed to that extent. Patients with grade III and IV tumors 
had significantly higher risk of death than those whose tumors were grade I and II. 
Similarly, the third and fourth stage of the tumor were high-risk factors for the negative 
outcome of the disease. 
Increased PAB and MDA level and a lower concentration of GSH were 
measured in RCC compared to normal kidney tissue. Also, tumors had lower SOD1, 
CAT, GR, GSTA1 genes expression, and decreased level of proteins, as well as 
CuZnSOD, CAT, GR and GST activity. In contrast, tumor tissue showed the 
upregulation of SOD2 expression, followed by increased protein level and higher 
activity of MnSOD. The upregulation of GPX1 expression in RCC did not affect GPx1 
activity, which was 75% lower compared to normal kidney tissue. Malignant tissue 
showed stable expression of NRF2 gene and unchanged level of Nrf2 protein in 
comparison to normal kidney. No significant difference in KEAP1 gene was detected in 
tumors compared to normal tissue of the kidney. Increased level of Keap1 protein in 
high stage tumors did not influence the Nrf2 level. 
After five years of follow-up, patients with increased GSH concentration and 
elevated GPx and GR activity in tumors had a lower OS. Also, the increased levels of 
 
 
GSH, GPx and GR were related to two time higher risk of fatal outcome. The activity of 
SOD, CAT and GST, as well as MDA concentrations, did not significantly affect the 
survival of patients with RCC. 
The results of this doctoral dissertation have shown that age, size, grade and 
tumor stage are independent clinicopathological factors affecting OS, but only grade 
and stage have prognostic significance. Tumor tissue is under oxidative stress due to its 
reduced capacity to eliminate ROS. Increased MnSOD activity in RCC indicates tumor-
protective role of this enzyme, while reduced CAT and GPx activity means decreased 
ability of tumor tissue to eliminate H2O2, emphasizing the significance of this molecule 
for kidney carcinogenesis. 
Lower GST activity in RCC remained unchanged in advanced forms of tumors, 
suggesting that declining GST activity is part of early events in the kidney 
carcinogenesis. Decreasing of GST function could be one of the significant factors 
contributing to malignant transformation of kidney tissue. Stable Nrf2 expression 
suggests that preserved functionality of this transcription factor is key event in kidney 
cancerogenesis. 
Increase level of GSH, GPx and GR in RCC is associated with worse 
prognosis, indicating their tumor-protective role. The results indicate that these 
parameters might have a predictive significance in patients with renal cell carcinoma. 
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1.1 КАРЦИНОМ БУБРЕГА 
 
Карцином бубрега представља велику и хетерогену групу малигних 
тумора који су према Међународној класификацији онколошких болести (енг.  
International Classification of Diseases for Oncology, ICD-O) [1] сврстани у 
категорије C64 и С65. Категорија С64 укључује злоћудне туморе бубрежног 
паренхима, док у категорију С65 спадају злоћудни тумори бубрежне карлице. У 
2008. години је регистровано 271.000 оболелих [2] од карцинома бубрега док је 
2012. године тај број износио 338.000 оболелих широм света [3]. Ово указује на 
тренд повећања инциденце и ставља карцином бубрега на девето место по 
учесталости међу мушкарцима, а на четрнаесто место по учесталости код жена. У 
2012. години је забележено 144.000 смртних случајева од карцинома бубрега што 
представља шеснаести најчешћи узрок смрти од канцера у свету [4]. 
 
1.1.1 Тубуларни карцином бубрега (Renal Cell Carcinoma) 
 
Тубуларни карцином бубрега представља групу малигних промена на 
бубрегу, изузев бубрежне карлице и практично чини поменуту категорију С64. 
Ово је хетерогена болест која укључује хистолошке ентитете са различитом 
етиологијом, морфологијом и исходом. Заједничко за све хистолошке подтипове 
је да углавном воде порекло од измењених епителних ћелија бубрежних каналића 
(тубула) па су од стране Светске здравствене организације (енг. World Health 
Organization, WHO) и Међународне агенције за истраживање рака (енг.  
International Agency for Research on Cancer, IARC) обједињени под називом renal 
cell carcinoma (RCC) [5].   
Тубуларни карцином бубрега (RCC) је асимптоматска болест коју 
одликује одсуство раних знакова упозорења, јер мали тумори не продукују готово 
никакве симптоме. Болест се често дијагностикује у тренутку када је карцином 
већ локално напредовао или су се јавиле удаљене метастазе. Симптоми 
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специфични за RCC се јављају као последица директног, локалног утицаја 
примарног тумора на бубрег и то су слабински бол, палпабилна маса у абдомену и 
крв у мокраћи (хематурија). Ова три симптома, тзв. тријада, се јављају код свега 
10% пацијената [6]. Поред ових постоје и системски симптоми 
(паранеопластични) који не указују непосредно на карцином бубрега и присутни 
су код трећине пацијената са дијагностикованим RCC [7]. Због нејасне клиничке 
слике RCC се код половине пацијената открије случајно. Употребом нових 
техника, попут компјутеризоване томографије и ултразвука (ултрасонографије), 
повeћан je број случајно откривених RCC [8], што доприноси бољој прогнози за 
пацијенте услед раног откривања. Упркос томе, није дошло до смањења 
морталитета, већ управо супротно [9]. Један од разлога је што и даље постоји 
недостатак објективних дијагностичких биомаркера и ефикасних терапеутика за 
третман оболелих од RCC [10]. Метастазе се могу јавити на било ком органу, а 
најчешће су метастазе паренхима плућа (код 50-60% пацијената са метастазама), 
јетре, костију и мозга [11]. У тренутку дијагностиковања RCC, трећина пацијената 
има метастазе што је повезано са веома лошом прогнозом.  
 
1.1.1.1 Фактори ризика 
 
Међу факторима ризика за RCC доминирају средински фактори у односу 
на наследне. Опште прихваћени фактори ризика су пушење, мушки пол, 
хипертензија и гојазност [4]. Ово је болест старије доби и већина случајева (80%) 
укључује особе старије од 40 година [12], а врхунац инциденце је између шесте и 
седме деценије живота [13]. Према подацима Европског удружења за урологију, 
RCC се чешће јавља код мушкараца (1,5:1) [13] док неке студије говоре да је тај 
однос двоструко већи у корист мушког пола [14]. Пушење је један од фактора који 
носи највећи ризик за настанак тубуларног карцинома бубрега и за који је 
установљена дозна зависност код оба пола [15]. Изложеност дуванском диму није 
повезана само са настанком RCC већ и са прогресијом болести. Уочено је да 
активни и бивши пушачи  имају 59%, односно 45% веће изгледе за узнапредовалу 
форму RCC у поређењу са непушачима [16]. Гојазне особе, нарочито жене, имају 
веће шансе за обољевање од RCC [17]. Инциденца за RCC код гојазних људи 
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(BMI >29 kg/m2) је двоструко већа у односу на нормално ухрањене особе, а за 50% 
већа у односу на оне са прекомерном телесном масом (BMI od 25-29 kg/m2) [5]. 
Исхрана намирницама богатим протеинима и мастима је позитивно корелисана са 
повећаним ризиком од настанка RCC [18] док повећан унос воћа и поврћа делује 
протективно [19]. Показана је негативна асоцијација између умереног 
конзумирања алкохола и ризика за развој RCC [20]. Међутим, није познато којим 
механизмима алкохол остварује протективни ефекат. Повишен крвни притисак 
(хипертензија) је идентификован као независни фактор ризика од настанка RCC 
[21]. Особе са хипертензијом имају до 2,5 пута већи ризик од настанака RCC [22] 
у поређењу са онима код којих је крвни притисак у физиолошким границама. 
Занимљиво је да хипертензија може имати улогу биомаркера који указује на 
успешан третман узнапредовалих форми RCC. Појава хипертензије услед 
третмана антиангиогеним лековима (бевацизумаб, сунитиниб, сорафениб и др.) је 
у вези са побољшаним исходом код пацијената са RCC [23]. Међутим, 
хипертeнзија није неопходна за успешан третман већ је нежељени ефекат лека 
који може имати својство потенцијалног биомаркера. Бројне студије су показале 
да се одређена занимања могу повезати са малигним болестима бубрега услед 
излагања појединаца хемијским једињењима за које је утврђено или се 
претпоставља да поседују канцерогена својства. На основу истраживања 
спроведеног у Немачкој [24] уочен је повишен ризик за настанак RCC код 
радника у хемијској, штампарској и индустрији гуме услед излагања органским 
растварачима док су  Пукала и сар. (1998) [25] указали на повећан број оболелих 
од RCC међу радницима у нафтној индустрији. Поред бројних студија које су се 
бавиле проценом ризика за настанак RCC код одређених занимања ипак 
преовладава став да RCC није довољно корелисан са ризиком везаним за радно 
место. Разлог за то су међусобно опречни подаци добијени у различитим 
студијама који онемогућавају извођење релевантних закључака. Између 2-4% 
RCC има наследну основу и најчешће су у вези са фон Хипел-Линдау синдромом 
(енг. von Hippel-Lindau syndroma). Оболели од овог синдрома имају снажну 
предиспозицију ка билатералним RCC светлоћелијског подтипа који настају у 
просеку око 37. године живота и склони су развоју метастаза нарочито ако 
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величина тумора пређе 3 cm [26]. У основи ове болести је мутација на VHL тумор 
супресор гену који се налази на трећем хромозому (3p25-26). 
1.1.1.2 Епидемиологија 
 
Међу бројним групама злоћудних тумора бубрега RCC се издваја по 
својој учесталости и стопи морталитета. Он чини 90% свих неопластичних 
промена бубрега код одраслих особа оба пола због чега се у литератури често 
повлачи знак једнакости између термина карцином бубрега и RCC. Инциденца 
RCC показује просторну и временску варијабилност. У последње две деценије 
широм света је забележен константан годишњи раст инциденце RCC од 2% [13], 
али се удео овог карцинома у укупној инциденци малигних болести није 
значајније мењао. Пораст стопе инциденце је регистрован у Северној Америци и 
неким деловима Европе [27], са изузетком Финске и Естоније [4]. Највеће стопе 
обољевања и умирања од RCC су забележене у развијеним земљама, доброг 
социо-економског статуса. Код мушкараца, стандардизована стопа обољевања 
већа од 15/100.000 је забележена међу тамнопутом популацијом у САД, затим у 
балтичким земљама и Чешкој. Умерене стопе обољевања (<15/100.000) су 
регистроване у западној Европи, Новом Зеланду, Аустралији, Канади и међу 
белом популацијом у САД.  Значајно ниже стопе обољевања присутне су у Јужној 
Америци (<5/100.000), а најниже (<2/100.000) у Азији и Африци (Слика 1) [4]. 
Стопа морталитета прати географску дистрибуцију стопе обољевања код оба 
пола, али су вредности за женску популацију значајно ниже [28]. Ниже вредности 
инциденце и морталитета у слабије развијеним земљама Африке и Азије, према 
неким ауторима, не одражавају право стање на терену. Као разлог наводе 
недостатак напредних дијагностичких техника, њихову недовољну примену у 
општој популацији, као и непотпуне популационе регистре [29].  
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Слика 1. Учесталост тубуларног карцинома бубрега (RCC) код мушкараца на пет 
континената у периоду 2003-2007. Подаци о учесталости су приказани као 
стандардизована инциденца (енг. age standardised rate-world, ASR-W). ASR-W 
представља број регистрованих случајева у појединачној земљи узрасно стандардизован 
у односу на светску (стандардну) популацију и изражава се на 100.000 становника 
стандардне популације. Модификовано из Знаор и сар. 2015 [4].  
 
 
На основу базе података GLOBOCAN за 2012. годину, процењено је да ће 
до 2030. године у слабо и средње развијеним земљама инциденца од карцинома 
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бубрега порасти за 62%, а у развијеним и високо развијеним земљама за 39% [30]. 
Такође, постоји недостатак података о преживљавању пацијената у слабије 
развијеним земљама, укључујући Србију [4]. Србија спада у европске земље са 
релативно ниском стопом обољевања од RCC (6,6/100.000) [31]. У периоду од 
1999. до 2013. године у Србији је дијагностиковано 9260 оболелих од RCC од 
којих је 4963 особа преминуло (53,6%). У овом петнаестогодишњем периоду je 
регистрован константан раст како обољевања, тако и смртности од ове болести 
(Слика 2). У поређењу са првим петогодишњим периодом (1999-2003), од 2004. 
до 2008. године је забележен пораст инциденце од RCC за 18%, док је у пероду од 
2009. до 2013. године инциденца била већа за 34% (Слика 3a). Уколико се ова три 
периода упореде у погледу смртности, уочава се да је од 2004. до 2008. године 
морталитет већи за 10%, а у периоду од 2009. до 2013. године за 22% (Слика 3б) у 
односу на први петогодишњи период (1999-2003). Ови подаци указују да у 
Србији, као и у остатку света, постоји неповољан тренд пораста обољевања и 
смртности од тубуларног карцинома бубрега. 
 
 
Слика 2.  Општи тренд обољевања и смртности од тубуларног карцинома бубрега у 
Србији у периоду од 1999. до 2013. године. 
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Слика 3. Петогодишње обољевање и смртност од тубуларног карцинома бубрега у  
Србији од 1999-2013. године. а) просечан број оболелих; б) просечан број  умрлих. 
 
1.1.1.3 Класификација и основне хистопатолошке одлике тубуларног 
карцинома бубрега 
 
Тубуларни карцином бубрега представља групу хистолошки и генетички 
различитих канцера који су класификовани у неколико подтипова. У основи ове 
класификације су хистопатолошке одлике, етиологија и генетичке промене. Три 
најчешћа подтипа ове болести су светлоћелијски, папиларни и хромофобни RCC 
(Слика 4). 
Светлоћелијски подтип (енг. clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) је 
најчешћи облик ове болести дијагностификован код 70% пацијената. Настаје од 
измењених епителијалних ћелија проксималних тубула. Одликују га добра 
прокрвљеност туморског ткива и ћелије са бистром цитоплазмом која је резултат 
акумулације гликогена и липида [32]. Два пута је учесталији код мушкараца него 
код жена и у 96% случајева се ради о спорадичним туморима [6]. Метастазе, 
најчешће у плућима, су одлика ccRCC. Међутим, није реткост да се метастазе јаве 
на неуобичајеним местима за RCC попут панкреса или коже [7]. 
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Слика 4. Шематски приказ грађе нефрона. Стрелице означавају анатомске делове 
нефрона од којих потичу три најучесталија подтипа тубуларног карцинома бубрега 
(RCC). Модификовано из Шанмунгасундарам и Блок (2016) [33]. 
 
 
Најзначајнији хистопатолошки параметри за прогнозу исхода ccRCC су 
градус и стадијум. Градус је параметар који показује степен диференцираности 
малигног тумора тј. у којој мери малигне ћелије одступају од здравих од којих 
потичу. Одређивање градуса је засновано на изгледу и величини једра као и на 
неправилности и видљивости једарцета у малигним ћелијама. Ово је основа 
Фурмановог система за одређивање градуса RCC [34] који се највише користи у 
патологији. Последњих година се сугерише употреба нешто једноставнијег 
система базираног само на морфологији нуклеолуса [35]. Тумори се градирају од I 
до IV. Диференцирани тумори су они нижег градуса (I-II), а недиференцирани 
тумори су агресивнији и имају виши градус (III-IV). Светлоћелијски RCC нижег 
градуса имају значајно бољи исход у односу на ccRCC вишег градуса. Стадијум 
тумора је сложен патолошки параметар који укључује информације о величини 
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тумора, његовој локацији и инвазивности. У клиничкој и научној пракси користи 
се TNM (енг. tumor-node-metastasis) систем  одређивања стадијума [36]. 
Папиларни подтип (енг. papillary renal cell carcinoma, pRCC) као и 
светлоћелијски настаје од епитела проксималних тубула. То су често билатерални 
тумори које одликује папиларна или тубулопапиларна структура, крварење и 
некрозни делови услед слабе прокрвљености туморског ткива. Учесталији је код 
мушког пола,  а болест се манифестује између 52. и 66. године живота [5]. Други 
је по учесталости од свих карцинома бубрега и учествује са 10-15% у укупној 
инциденци. Карактеришe га и значајно бољи исход у односу на светлоћелијски 
[37]. Постоје два јасно дефинисана морфолошка типа pRCC, тип 1 и тип 2. Тип 1 
је нижег градуса и одликују га ћелије оскудне светле цитоплазме, распоређене у 
једном слоју уз базалну мембрану папила. Тип 2 је учесталији и чини га неколико 
слојева ћелија вишег нуклеусног градуса, волуминозне еозинофилне цитоплазме и 
псеудостратификованог нуклеуса [38]. У поређењу са типом 1, тип 2 је 
агресивнији, вишег градуса и степена и има неповољнији исход. Подаци показују 
да петогодишње преживљавање за тип 1 износи 95%, а за тип 2 66% [39]. 
Хромофобни подтип (енг. chromophobe renal cell carcinoma, chRCC) је 
трећи по учесталости у општој популацији и настаје у дисталном нефрону од 
интеркаларних ћелија које граде завршни део дисталних тубула и кортикалне 
сабирне каналиће. Присутан је код 5% оболелих и манифестује се најчешће у 
шестој деценији живота подједнако код оба пола. Одликују га крупне 
полигоналне ћелије, прозирне цитоплазме са јасно истакнутим мембранама. 
Крвни судови су задебљалих зидова и ексцентрично хијалинизирани [5]. Ово је 
хетерогена група која укључује класичан, еозинофилни и сакроматоидни фенотип. 
Саркоматоидни фенотип се одликује агресивним растом и развојем метастаза [5]. 
Хромофобни RCC су углавном солитарни тумори нижег степена и градуса 
ограничени на бубрег. У 10% случајева тумор се шири изван бубрежне капсуле, а 
у свега 4% случајева захвата реналне вене [40]. Забележни су ретки случајеви 
метастаза на јетри, плућима и панкреасу [5]. Готово 90% пацијената преживи пет 
година након операције што је значајно боље у поређењу са ccRCC [37, 41]. 
Хромофобни RCC може бити спорадичан или повезан са наследним BHD (енг. 
Birt-Hogg-Dube) синдромом. Промене на BHD гену (17p11.2), који кодира протеин 
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фоликулин, стварају предиспозицију за настанак ове болести. Овај синдром се 
одликује развојем кожних бенигних тумора, али се код значајног броја оболелих 
јављају и реналне неоплазије. Најчешће је у питању хибридни тумор који поседује 
зоне хромофобног морфотипа и зоне са онкоцитомом. У 35% случајева развија се 
само chRCC [42]. 
Поред три најчешћа подтипа, у RCC спада још читав низ хистолошки 
дефинисаних ентитета [36] који заједно чине мање од 5% дијагностикованих 
случајева.  
 
1.1.1.4 Молекулска основа тубуларног карцинома бубрега 
 
Тубуларни карцином бубрега показује велику хетерогеност на 
цитолошком и хистолошком нивоу. Ова особина је још израженија на генетичком 
и молекулском нивоу па није једноставно утврдити општи образац молекулских 
промена који је заједнички за све или за већину RCC. Треба истаћи да још увек 
недостаје поуздан узрочни агенс RCC, али постојећи докази указују на 
хромозомске аномалије које доприносе његовом развоју [43]. Већ је било речи о 
променама на VHL гену које су одлика наследних облика ccRCC. Међутим, 
инактивација овог гена услед мутација, губитка хетерозиготности или 
епигенетских модификација је присутна код готово 90% спорадичних ccRCC. 
Због своје заступљености у великом броју случајева ccRCC, променe на VHL се 
сматрају иницијалним догађајем у процесу настанка ових тумора [44].  Резултат 
инактивације VHL је повећана експресија HIF (енг. hypoxia-inducible factor) 
протеина у туморима што резултира промоцијом ангиогенезе, чиме се решава 
проблем снабдевања кисеоником и хранљивим материјама. Ово је од посебног 
значаја за брзорастуће туморске ћелије које се непрестано деле. Занимљиво је да 
након успостављања крвотка и стабилног снабевања кисеоником не долази до 
промене у експресији HIF протеина већ је туморско ткиво у стању тзв. 
псеудохипоксије [45]. Путем конститутивне експресије HIF-1α и HIF-2α 
регулисани су фактори раста, глукозни транспортери и онкогени што доприноси 
расту и преживљавању малигних ћелија. HIF сигнализација се одвија преко mTOR 
(енг. mammalian target of rapamycin) пута што је искоришћено у развоју 
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терапеутика попут еверолимуса и темзеролимуса који инхибирају овај 
молекулски комплекс [46]. Мутације и епигенетске промене VHL гена су 
најзаступљенија одлика ccRCC и нису карактеристичне за остала два подтипа. 
Промене на PBRM1 гену су регистроване у 41% случајева ccRCC [47]. PBRM1 има 
улогу инхибитора ћелијске пролиферације па су мутације на овом гену у вези са 
узнапредовалим облицима болести и лошом прогнозом [48]. Поред VHL, 
идентификоване су промене на другим тумор супресор генима попут TP53, RB, 
PTEN, али су оне присутне код  значајно мањег броја ccRCC [6].  
Можда се хетерогеност тубуларног карцинома бубрега највише истиче у 
случају pRCC. Бројне студије су показале да у основи два хистолошка типа pRCC 
леже генетичке промене специфичне за сваки од њих. Најучесталије промене код 
pRCC (тип 1) су оне на МЕТ гену (80% свих pRCC) [49] који кодира HGF (енг. 
hepatocyte growth factor) тирозин киназни рецептор. Оне укључују активирајуће 
мутације као и дупликације на седмом хромозому где се овај ген налази [50]. 
Резултат ових промена је активација сигналног пута који доприноси расту тумора 
и ангиогенези. За тип 2 pRCC су карактеристичне мутације на хроматин-
модификујућим генима (PBRM1, BAP1, SETD2) као и повећана експресија Nrf2-
ARE сигналног пута  [51].  
Хромофoбни подтип RCC одликују хромозомске аберације, најчешће 
монозомије, које захватају хромозоме 1, 2, 6, 10, 13, 17 и 21 [42]. Соматске 
мутације су знатно ређе у поређењу са претходна два подтипа RCC. У 30% 
случајева, chRCC је праћен мутацијама на TP53 тумор супресор гену у егзонима 5, 
7 и 8 [52].  
Поред промена на бројним генима, зајeдничко за већину RCC су 
метаболичке промене које се огледају у фаворизовању гликолизе у односу на 
оксидативну фосфорилацију (Варбургов ефекат) у циљу добијања ATP-a. 
Малигне ћелије бубрега су зависне од глукозе због чега је у овим ћелијама 
детектована повећана експресија глукозног транспортера GLUT1 [53]. 
Метаболичко репрограмирање код ccRCC и  pRCC је дириговано повећаном 
експресијом HIF-α које има за циљ редуковање потреба за кисеоником путем 
повећања гликолитичког флукса и редукције оксидативне фосфорилације [54]. 
Повећана експресија HIF-α код ccRCC је омогућена стишавањем VHL гена док је 
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код pRCC последица накупљања фумарата и сукцината [46]. Нагомилавање 
фумарата и сукцината код pRCC је резултат скраћивања Кребсовог циклуса услед 
мутација на FH и SDH генима [55]. Нарушавање циклуса лимунске киселине је 
пристуно и код ccRCC и настаје као последица инхибиције пируват дехидрогеназе 
[54] чиме се нарушава пут оксидативне декарбоксилације пирувата и смањује 
расположивост acetil-S-CoA. Абнормалне митохондрије су одлика chRCC што 
указује на њихову нарушену функционалност [56]. Све наведено представља само 
кратак преглед метаболичких промена које се дешавају у малигним ћелијама 
бубрега, али је довољно да се разуме зашто се RCC у савременој науци све више 
посматра као метаболичка болест.  
 
1.2 ОКСИДАТИВНИ СТРЕС 
 
За адекватно функционисање живих система услов је одржавање 
динамичке равнотеже метаболичких процеса што се у физиологији назива 
хомеостаза. Са аспекта редокс биологије то подразумева одржавање редукованог 
миљеа унутар ћелије који је заснован на балансу између прооксиданата и 
антиоксиданата. Нарушавање овог баланса у корист прооксиданата је основна 
дефиниција оксидативног стреса [57]. Свеприсутност кисеоника у живим 
системима има за последицу стварање реактивних кисеоникових врста (енг. 
reactive oxygen species, ROS) које представљају главне прооксиданте и узрочнике 
оксидативног стреса.  ROS су молекули који у својој структури садрже кисеоник и 
одликују се већом реактивношћу него кисеоник у основном стању. 
Са увећањем знања из области редокс биологије дошло је до прецизнијег 
дефинисања појма „оксидативни стрес“ и његове класификације засноване на 
скали интензитета оксидативног оптерећења [58]. Тако се данас под 
оксидативним стресом подразумева „дисбаланс између окиданата и 
антиоксиданата у корист оксиданата који води нарушавању редокс контроле и 
сигнализације и/или оштећења молекула“ [59]. Такође, схватање улоге ROS-а у 
физиологији ћелије се променило па је данас познато да они имају физиолошку 
улогу у ћелијској сигнализацији, апоптози, аутофагији и др. ROS чине слободни 
радикали попут супероксид анјон радикала (О2•-), хидроксил радикала (OH•), 
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пероксил радикала (ROO•) и алкоксил радикала (RO•), али и нерадикалски 
молекули међу којима водоник пероксид (H2O2) има најзначајнију улогу у 
ћелијској сигнализацији [60]. Заједничко за све ROS је њихова реактивност и 
способност да реагују са макромолекулима попут нуклеинских киселина, 
протеина и липида што може узроковати иреверзибилне штетне промене у 
структури и функцији ћелија. За обављање физиолошких улога довољне су мале 
или умерене количине ROS. Њихово присуство у високим концентрацијама 
указује на промене у функционисању ћелија и може бити основa за настанак 
различитих патолошких стања [61]. Интеракција ROS са молекулима у ћелији 
може узроковати ланчану реакцију која води формирању нових (секундарних) 
радикала па на тај начин иницијална реакција прераста у читаву каскаду која има 
за последицу нарушавање структуре и функције макромолекула. Један од примера 
је липидна пероксидација (LPO) чији продукти малондиалдехид (MDA) и 4-
хидрокси-2-ноненал (HNE) представљају релевантне маркере оштећења липида 
услед оксидативног стреса [62].  
 
1.3 АНТИОКСИДАТИВНИ СИСТЕМ 
 
Укључивање кисеоника у метаболичке процесе је допринело развоју 
вишећелијских организама. Ово је последица повећане ефикасности у производњи 
енергије у виду молекула ATP за чак 15 пута [60]. Ова промена не би 
представљала еволутивну предност да аеробни организми нису развили ефикасан 
антиоксидативни систем (AOS) чија је улога одржавање концентрације ROS-а у 
физиолошким границама. AOS чине антиоксидативни ензими (АОЕ) и 
неензимски молекули способни да непосредно интерагују са ROS (Слика 5). 
Најзначајнији чиниоци одбране од штетног деловања слободних радикала и 
других реактивних молекула јесу АОЕ. У ову групу спадају супероксид 
дисмутазе, каталаза и глутатион пероксидазе [60]. Oви ензими својом 
каталитичком активношћу непосредно уклањају потенцијално штетне молекулске 
врсте попут О2•- и H2O2. Антиоксидативној одбрани на посредан начин доприносе 
глутатион редукатаза и глутатион трансферазе [63]. Поред ензима, постоји 
значајан број неензимских молекула који показују антиоксидативну активност. То 
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су глутатион, α-кето киселине, мелатонин, билирубин, мокраћна киселина и др. 
[64] Део антиоксидната као што су аскорбинска киселина и токоферол се уносе 
храном. Овде је побројан значајнији део молекула који доприносе одржавању 
редокс равнотеже у ћелији и њихов број указује на значај контроле концентрације 
ROS у живим системима. Треба истаћи да само допремање кисеоника до ћелија 
представља извесну антиоксидативну заштиту. Наиме, кисеоник се код 
кичмењака и неких бескичмењака допрема путем крви везан за молекуле 
хемоглобина [65] и на тај начин је омогућена контрола његове дистрибуција до 
сваке ћелије.  
 
 
Слика 5. Основни механизми антиоксидативне одбране у 
ћелији.  Преузето из Меитс и сар. (1999) [61]. 
 
1.3.1 Супероксид дисмутазе   
 
Супероксид дисмутазе (SOD) су фамилија металоензима који су присутни 
код еукариота и прокариота. Еукариоти имају три типа SOD и то су: бакар-цинк 
супероксид дисмутаза (CuZnSOD), манган супероксид дисмутаза (MnSOD) и 
екстрацелуларна супероксид дисмутаза (EC-SOD), која је по структури CuZnSOD 
[66]. Заједничко за све SOD је присуство метала у активном центру. Независно од 
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типа метала који се налази у активном месту, каталитичка функција ових ензима 
се одвија путем реакције дисмутације у којој се један исти молекул и оксидује и 
редукује. У случају SOD реакција дисмутације укључује два молекула О2•- од 
којих се један редукује до H2O2, а други оксидује до О2. Биолошки смисао ове 
реакције је превођење реактивног О2•- у стабилније и мање реактивне молекулске 
облике. Још једна одлика ове ензимске фамилије је специфична локација сваког 
од три типа SOD. На овај начин је обезбеђена потпуна заштита ћелијских 
структура од штетног деловања О2•-. Са аспекта хумане физиологије ово је 
посебно важно ако се има у виду да су SOD једини ензими у организму који 
уклањају О2•-. 
CuZnSOD (SOD1) је цитосолни ензим [67], отпоран на загревање, дејство 
протеиназа и денатурацију различитим реагенсима. У анималним ћелијама, осим 
у цитосолу, CuZnSOD је присутан и у нуклеусу. У лизозомима хепатоцита пацова 
је забележена највећа концентрација CuZnSOD, док је у Голџи комплексу и 
ендоплазамтичном ретикулуму детектована немерљива количина овог ензима 
[68]. Идентична форма оној у цитосолу је присутна и у интермембранском 
простору митохондрија [69]. Хумана CuZnSOD је хомодимер и свака субјединица 
садржи 153 амино киселине [70] као и металe Cu(II) и Zn(II). Каталитичка 
функција ензима је везана за Cu(II) због чега га није могуће заменити неким 
другим прелазним металом. Улога Zn(II) је структурна [66] и он не учествује у 
дисмутацији О2•-. Ген за хуману CuZnSOD (SOD1) се налази на 21. хромозому и 
његова експресија може бити модификована под утицајем механичких, 
биолошких и хемијских фактора као што су зрачење, тешки метали, озон, водоник 
пероксид и др. [71]. На промотору SOD1 се налазе везујућа места за више 
транскрипционих фактора (Sp1, AP1, AP2, NF-kB) [71] чија је активност у вези са 
оксидативном стресом. Активност CuZnSOD није регулисана само експресијом 
SOD1 већ зависи и од адекватног допремања јона бакра, што је регулисано од 
стране CCS (енг. copper chaperone for superoxide dismutase). Ово представља 
главни посттранслациони механизам реагулације активности CuZnSOD. „Knock-
out“ мишеви за шапероне бакра (CCS-/-) имају смањену активност CuZnSOD у 
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Смањена активост CuZnSOD је повезана са малигним и неуродегенеративним 
болестима и доприноси скраћењу животног века [73]. Амиотрофична латерална 
склероза (ALS) је неуродегенеративна болест која се сматра патологијом 
узрокованом дисфункцијом CuZnSOD [74]. Наиме, код оболелих од ALS су 
регистроване мутације на SOD1 гену што резултира нарушеном 
функционалношћу услед погрешног увијања протеина и формирања агрегата са 
важним ћелијским протеинима као што су митохондријални електрон 
транспортери [75]. Наравно, не може се искључити утицај оксидативног 
оштећења услед смањене ензимске активности. 
MnSOD (SOD2) је веома заступљена у живом свету. Поседују је 
бактерије, квасци, биљке и животиње. У животињским ћелијама, укључујући и 
хумане, MnSOD је лоцирана у митохондријама са изузетком плаве крабе 
(Callinectes sapidus) код које се овај ензим налази и у цитосолу [76]. У погледу 
структуре MnSOD, постоје извесне разлике између виших и нижих организама. 
Код виших организама овај ензим има четири субјединице са Mn(III) у активном 
центру док је код већина бактерија присутан у форми димера [60]. У хуманим 
ћелијама MnSOD је хомотетрамер молекулске масе 96 kD. Постоји значајaн ниво 
хомологије у примарној структури између MnSOD у хуманој јетри и оне у 
Escherichia coli (40,9%) и Saccharomyces cerevisiae (43,3%) [77]. Ови подаци, као и 
предоминантно присуство MnSOD у митохондријама, иду у прилог 
ендосимбиотској теорији настанка митохондрија [78, 79]. 
 Због митохондријалне дистрибуције, разумљиво је да је највећа 
активност хумане MnSOD измерена у метаболички активним органима као што су 
јетра (2260 U/g влажне материје) и бубрези (1510 U/g влажне материје) [80]. 
Експресија SOD2 гена (6q25.3) је високо регулисана од стране транскрипционiх 
фактора (NFκB, NF1) и цитокина (IL-1, IL-4, TNF-α) који повећавају његову 
експресију [71]. Метилација специфичних секвенци у зони интрона је главни 
механизам који умањује SOD2 експресију у ћелијама канцера [81]. SOD2 
експресија је регулисана и посттранскрипционим модификацијама (нитрозилација 
и ацетлиација) [82]. MnSOD је један од пет АОЕ за које је показано да су 
неопходни за аеробни живот. Управо из овог разлога је MnSOD интензивно 
проучавана у вези са различитим хуманим патологијама. Тако је полиморфизам на 
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кодону 16 који резултира заменом аланина валином у примарној структури 
MnSOD у вези са повећаним ризиком за настанак карцинома плућа и панкреаса 
[83, 84]. Основна претпоставка је да оксидативни стрес, настао као последица 
смањене активности MnSOD, има значајну улогу у канцерогенези што указује на 
тумор-супресивну улогу овог ензима. Дисфункција MnSOD је, такође, показана 
код различитих неуродегенеративних болести попут Алцхајмерове и 
Паркинсонове болести и шлога [85]. 
EC-SOD (SOD3) је последњи откривени ензим из фамилије SOD. 
Првобитно је изолован из хуманих плућа и утврђено је да се ради о 
гликопротеину молекулске тежине 135 kD који је тетрамер [80]. За разлику од 
претходна два ензима, примарно место деловања EC-SOD је екстрацелуларни 
матрикс. Хумана EC-SOD је присутна у телесним течностима (плазми, лимфи и 
синувијалној течности) где је носилац АО одбране [61]. Попут SOD1, EC-SOD у 
свом активном месту садржи Cu(II) и Zn(II) и на исти начин катализује реакцију 
дисмутације О2•-. Трансгени мишеви са прекомерном експресијом EC-SOD 
испољавају повећану осетљивост ЦНС-а на токсично деловање кисеоника, јер је 
услед смањене концентрације О2•- онемогућена његова инактивација штетних 
ефеката азот оксида [86]. Насупрот томе, повећана активност EC-SOD  доприноси 
заштити плућа од радијацијe [87].  
 
1.3.2 Каталаза  
 
Каталаза (CAT) је ензим од великог значаја за заштиту ћелија од 
токсичних ефеката H2O2. Иако је настала као резултат еволуције у аеробним 
условима, CAT имају и неки анаероби попут паразитске бактерије Bacteroides 
fragilis, којој омогућава преживљавање у оксигенисаном ткиву домаћина до 
успостављања адекватних анаеробних услова [88]. Хумана CAT је тетрамерни 
протеин молекулске масе 244 kD кога чине четири идентичне субјединице, четири 
хем групе и четири NADPH молекула [89]. Физиолошка улога CAT је дисмутација 
два молекула H2O2 које преводи у воду и кисеоник. У животињским и биљним 
ћелијама активност CAT је углавном локализована у пероксизомима [90], док је у 
еритороцитима присутна у цитосолу. CAT се налази у већини органа, али је јетра 
место њене највеће концентрације и активности. CAT није присутна у ендотелним 
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ћелијама и ћелијама глатких мишића крвних судова [91]. То је веома потентан 
ензим који није могуће заситити супстратом због велике брзине уклањања H2O2 
[60]. Ген за хуману CAT се налази на хромозому 11 (11p13). Мутације на овом 
гену могу узроковати појаву акаталасемије (Такахара болест), која настаје услед 
делеције на егзону 4 [92]. Ову болест карактерише одсуство уочљивих симптома 
изузев, у неким случајевима, појаве оралних инфекција. Поред тога, мутације на 
CAT гену су се показале значајним у патологији дијабетеса типа 2 [92]. Повећана 
експресија CAT има неуропротективан ефекат [93], позитивно утиче на просторну 
меморију и учење и смањује симптоме анксиозности [94].  
 
1.3.3 Глутатион пероксидазе 
 
Глутатион пероксидазе (GPx) су ензимска фамилија коју чине молекули 
способни да катализују редукцију H2O2 до воде и редукцију органских пероксида 
до алкохола уз истовремено оксидовање глутатиона (GSH). GPx фамилију чини 
осам ензима (GPx 1-8) који се грубо могу поделити у две групе. Прву групу, 
селен-зависних, GPx (1-4) чине ензими који у свом активном центру поседују 
селеноцистеин (Se-Cys), док група селен-независних GPx (5-8) у активном центру 
има само цистеин (Cys). Поред пероксидазне активности, заједничко за GPx је да 
су специфично дистрибуиране у ћелијама и ткивима и да користе GSH као донор 
водоникових атома. Se-зависне GPx су: ћелијска (GPx1, cGPx), активна у 
цитосолу и митохондријама, гастроинтестинална (GPx2, GI-GPx), плазма 
(GPx3, pGPx) и фосфолипид хидропероксидна (GPx4, PHGPx), која се 
експримира у готово свим сисарским ћелијама [95]. GPx4 се разликује од остале 
три Se-зависне GPx по способности да, поред H2O2, редукује и органске 
пероксиде, чак и пероксиде масних киселина и холестерола [96]. GPx4 је мономер 
за разлику од GPx (1-3) које су хомотетрамери. Мала величина и хидрофобна 
површина доприноси способности GPx4 да реагује са сложеним мембранским 
липидима [95]. Код пацова који су храњени храном без селена долази до пада 
активности свих GPx, али различитом брзином [97]. Ови резултати су указали на 
то да код Se-зависних GPx постоји хијерахија у погледу снабдевања селеном. 
Прва у тој хијерархији је GPx2, следе GPx4, GPx3, док је GPx1 последња [98]. 
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Функција Se-зависних GPx је регулисана транскрипцијом одговарајућих гена, али 
зависи и од расположивости селена и GSH. Основна улога ових ензима је 
антиоксидативна, али имају и антиинфламаторну, антиапоптотску и 
пролиферативну функцију [98]. Међутим, ове функције GPx могу имати 
негативан ефекат код оболелих од малигих болести, јер делују протективно у 
трансформисаним ћелијама доприносећи канцерогенези [99, 100]. 
Експресија Se-независних GPx такође је специфична за одређена ткива и 
ћелијске структуре. GPx5 се експримира у пасеменику (лат. epididymis), [98], GPx6 
у олфакторном епителу, док су GPx7 и GPx8 пероксидазе ендоплазматичног 
ретикулума [101]. Основна одлика ових ензима је значајано мања пероксидазна 
активност у поређењу са Se-зависним GPx. GPx5 има улогу у фертилитету код 
јединки мушког пола [102]. Новија истраживања указују да GPx7 има улогу 
сензора за оксидативни стрес и ЕRS (енг. endoplasmic reticulum stress), док GPx8 
редукује протеине ендолазматичног ретикулума и на тај начин спречава „цурење“ 
H2O2 [103]. Улога GPx6, која је у хуманим ћелијама селенопротеин, је и даље 
непозната. 
 
1.3.4 Глутатион редуктаза 
 
У процесу редукције H2O2 коју катализују GPx, GSH се оксидује до 
глутатион дисулфида (GSSG). За његово враћање у редуковани облик задужен је 
ензим глутатион редуктаза (GR). Овај ензим је, уз ензиме синтезе GSH, кључан за 
одржавање оптималне концентрације овог трипептида како у цитосолу, тако и у 
ћелијским органелама [104]. Активност GR је најинтензивнија тамо где се 
стварају ROS. Стога је овај ензим најзаступљенији у цитосолу, митохондријама и 
једру [104]. GR је димер који у свакој субјединици садржи молекул FAD и 
користи NADPH као донор електрона [105]. Глави извор NADPH је пут 
пентозофосфата на чији интензитет утиче  активности GR [90]. У процесу 
редукције GSSG мења се однос NADPH/NADP+ у корист оксидоване форме што 
има за последицу повећану активност ензима пентозофосфатног пута, као што је 
G6PDH (глукозо-6-фосфат дехидрогеназа). С тога ћелије дефицитарне у G6PDH 
убрзано старе, што је узроковано оксидативним стресом [106]. Иако не показује 
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АО активност, GR је веома значајна за одржавање редокс статуса ћелијa, јер 
омогућава рециклирање GSH и тако га чини расположивим за АО ензиме и 
непосредну реакцију са ROS.   
 
1.3.5 Глутатион трансферазе 
 
 Глутатион трансферазе (GST) су ензимска суперфамилија коју чине три 
протеинске фамилије специфично дистрибуиране у ћелији. Прву фамилију, 
цитосолних GST, чини седам ензимских класа (алфа-A, ми-M, пи-P, омега-O, зета-
Z, сигма-S и тета-T) [107]. Друге две су митохондријалне GST означене као K 
(капа) и микрозомалне (МGST). Примарна улога ових ензима је детоксикација 
различитих једињења егзогеног (канцерогени, пестициди, лекови и др.) и 
ендогеног (продукти LPO) порекла [64] који се једним именом означавају као 
ксенобиотици. GST су део фазе II метаболизма ксенобиотика и катализују 
реакцију коњугације ксенобитика са GSH [108]. Због своје улоге у елиминацији 
штетних материја из организма, јетра је нарочито богата овим ензимима. Појачана 
активност GST јетре услед прекомерне количине ксенобиотика води трошењу 
GSH што објашњава везу између интоксикације организма и оксидативног стреса 
[109]. GST доприносе АО заштити јер имају пероксидазну активост, али делују 
искључиво на органске пероксиде. На овај начин GST могу допринети 
спречавању липидне пероксидације [110]. Поред тога антиоксидативна активност 
GST је усмерена на ендогено продуковане ROS [111]. Веза између активности 
GST и малигних болести је предмет интензивних истраживања. GST, поред 
способности да елиминишу канцерогене, својом актиношћу могу да 
трансформишу одређена једињења која примарно немају канцерогено својство у 
форму која изазива промене на ДНК [112]. Прекомерна експресија GST се доводи 




Глутатион (GSH) је трипептид (L-γ-глутамил-L-цистеинил-глицин) који 
се синтетише у цитосолу, где је место његове највеће концентрације (1-11 mM) 
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[114]. Сва сисарска ткива имају GSH, али је његова највећа концентрација у јетри 
из које се значајан део произведеног GSH транспортује у плазму и жуч [115]. 
Између 10-20% GSH се налази у митохондријама у које улази из цитосола 
активним транспортом на унутрашњој мембрани [60]. Опадање нивоа GSH у 
митохондријама резултира оксидативним стресом и апоптозом. Озбиљан пад у 
концентрацији GSH може да доведе до митохондријалне дисфункције и 
превођења апоптозе у некрозу [115]. Глутатион у ћелијама може бити присутан у 
редукованом и дисулфидном (GSSG) облику, што је једна од оксидованих форми 
GSH. GSH представља најзначајнији и назаступљенији неензимски антиоксидант 
чија АО активност произилази из његове способности да директно реагује са ROS 
и улоге кофактора у реакцијама АОЕ, на првом месту GPx. Реакције са ROS су 
споре, али могуће in vivo услед mM концентрације GSH у цитосолу која се 
одржава de novo синтезом, али и рециклирањем путем редукције GSSG од стране 
GR. Високој концентрацији GSH у цитосолу доприноси и одсуство ензима који га 
катаболише. Наиме, разградњу GSH катализује ензим γ-глутамил транспептидаза 
(γ-GGT) који се налази на плазма мембрани, али му је активни центар усмерен у 
међућелијски простор [60]. Треба истаћи да GSH може имати и прооксидативно 
дејство посебно када му концентрација превазиђе физиолошки ниво [64] јер у 
реакцијама са реактивним врстама може настати О2•-. Његов кључни допринос АО 
заштити је путем учешћа у реакцијама које катализују GPx где има улогу донора 
електрона. Поред улоге у АО заштити, GSH доприноси детоксикацији, јер може 
спонтано коњуговати са ксенобиотицима који су електрофили или у реакцијама 
катализованим од стране GST [116].  
Због својих бројних улога у метаболизму, варирање концентрације GSH је 
регистровано код различитих болести. Пад концентрације GSH може бити 
последица оксидативног стреса, али и смањене активносити ензима за његову 
биосинтезу што се доводи у везу са шизофренијом, астмом и кардиоваскуларним 
болестима [115]. Неопластичне промене ткива су често праћене порастом 
концентрације GSH који се сматра једним од узрока отпорности тумора на лекове 
[117]. Ова сазнања су покренула истраживања у правцу развоја терапеутика који 
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1.4 KEAP1/NRF2 СИСТЕМ  
 
Keap1/Nrf2 систем се сматра најзначајнијим молекулским механизмом 
одбране организма од утицаја средине. Чине га два протеинска молекула који су 
изоловани и идентификовани деведесетих година прошлог века [119-121]. Nrf2 
(енг. NF-E2 related factor 2)  је транскрипциони фактор молекулске масе 66 kD 
који је део CNC (енг. cap “n” collar) протеинске фамилије регулатроних 
молекула. Примарну структуру хуманог Nrf2 чини 605 аминокиселина 
организованих у седам високо конзервативних Neh (енг. Nrf2-ECH homology) 
домена [122]. У базалним условима Nrf2 се синтетише у цитосолу, али је његова 
концентрација мала због релативно брзе протеолитичке разградње (полуживот 
<20 минута) [123]. Разградња Nrf2 је под контролом његовог инхибитора Keap1 
(енг. Kelch-like ECH-associated protein1) који је цитосолни протеин и налази се 
углавном у перинуклеарној цитоплазми где је везан за актинске филаменте [124]. 
Специфична локација Keap1 и способност да задржи Nrf2 у цитосолу чини Keap1 
својеврсном „молекулском браном“. Keap1 je богат тиол групама и састоји се од 
пет функционалних домена NTR (енг. N-terminal domain), BTB (енг. broad 
complex/tramtrack/bric-a-brac), IVR (енг. intervening region), DGR (енг. double 
glycine-repeat) и CTR (енг. C-terminal domain) [123]. У нормалним условима, два 
молекула Keap1 формирају хомодимер и преко својих DGR домена везују један 
молекул Nrf2 интеракцијом са DLG и ETG мотивима на Neh2 домену 
транскрипционог фактора. Истовремено, Keap1 хомодимер је везан за филаменте 
актина и на тај начин физички спречава траслокацију Nrf2 у једро. Keap1 преко 
BTB домена интерагује са Cul3/Rbx1 (енг. cullin3/ring box protein1) и формира E3 
лигазни комплекс у коме долази до убиквитинизације Nrf2 који се на тај начин 
означава и касније деградује од стране 26S протеазома [125].  
Улога Keap1/Nrf2 система је посебно значајна у условима оксидативног и 
електрофилног стреса који могу бити изазвани ендогеним и егзогеним чиниоцима  
Променом редокс статуса долази до модификација специфичних цистеинских 
остатака на Keap1 што има за последицу структурне промене у Е3 лигазном 
комплексу, ослобађање Nrf2, његову акумулацију у цитосолу и транслокацију у 
једро [123]. У нуклеусу, Nrf2 хетеродимеризује са sMAF (енг. small musculo-
aponeurotic fibrosarcoma) протеинима и везује се за ARE (енг. antioxidant response 
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element) секвенцу циљаних гена и покреће њихову координисану експресију. Nrf2 
преко ARE активира чак 1055 гена одговорних за ћелијску пролиферацију, АО 
заштиту, детоксикацију, сигнализацију, имуни одговор, ћелијски циклус и 
преживљавање [126]. У стресним условима Keap1 има улогу сензора док је Nrf2 
ефектор који између осталих активира транскрипцију гена за ензиме фазе II 
детоксикације (GST) и ензиме АО одговора као што су Prx (пероксиредоксини) и 
HO (хем-оксигеназе) [127]. Основна улога Keap1/Nrf2 система је протективна што 
је показано на мишевима (Nrf2-/-) код којих су регистрована већа оштећења на 
унутрашњим органима (бубрези, јетра, плућа) изазавана хемијским агенсима, као 
и повећана склоност ка настанку малигних болести и болести повезаних са 
оксидативним стресом [128].  
Активност Keap1/Nrf2 система у малигним болестима представља 
актуелну истраживачку област због двоструке улоге коју овај молекулски пут има 
у процесу канцерогенезе. Повећана активност Nrf2 може да спречи настанак 
малигних промена посебно у раној фази канцерогенезе и на тај начин делује 
тумор-супресивно. Тако је показано да је повећан ризик од настанка карцинома 
плућа повезан са смањеном експресијом NRF2 гена, посебно код пушача [129]. 
Међутим, код многих солидних тумора мутације на NRF2 и KEАP1 узрокују 
повећану активност Nrf2, што води напредовању тумора услед раста канцерских  
ћелија и повећане резистенције на хемиотерапију [130].
23 
 
Докторска дисертација                                                                                     Циљеви 
 
2. ЦИЉЕВИ  
 
Иако обољевање од RCC чини свега 2% укупног морбидитета од 
малигних болести, општи тренд је такав да се у будућности очекује константан 
пораст броја оболелих од ове болести. Третман узнапредовалих и метастатских 
облика RCC поред имунотерапије укључује и циљану терапију која је усмерена на 
спречавање ангиогенезе, ћелијског раста и пролиферације. Међутим, код 
локалних тумора хируршка интервенција у виду радикалне или парцијалне 
нефректомије често представља први и најефикаснији избор лечења. Имајући у 
виду да се у земљама у развоју, укључујући Србију, очекује значајан пораст 
обољевања од RCC, због чега ће се и број хируршких интервенција сразмерно 
повећавати, постоји јасна потреба за одређивањем и дефинисањем поузданих 
предикционих параметара на основу којих се може предвидети исход пацијената 
након нефректомије. 
Бубрези су добро снабдевени кисеоником па су болести ових органа, 
укључујући и малигне, у блиској вези са оксидативним стресом. Полазећи од 
значаја оксидативног стреса у процесу канцерогенезе, анализа антиоксидативног 
статуса малигног ткива бубрега пацијената оболелих од RCC може да допринесе 
бољем разумевању молекулских основа ове асимптоматске болести.  
На основу свега наведеног дефинисана су три главна циља ове докторске 
дисертације:  
I Анализа утицаја клиничко-патолошких параметара на преживљавање 
пацијената оболелих од RCC;  
II  Одређивање АО статуса пацијената оболелих од RCC;  
III Испитивање утицаја параметара АО статуса на укупно преживљавање 
пацијената оболелих од RCC.  
Како би били испуњени главни циљеви ове студије, одређени су следећи 
непосредни циљеви који укључују: 
1. Ретроспективно прикупљање клиничко-патолошких података пацијената 
оболелих од RCC на основу којих ће се утврдити: 
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• корелација између хистолошког подтипа тумора и следећих 
параметара: пол и старост пацијената, величина тумора, нуклеарни 
градус, стадијум тумора; 
• да ли и на који начин клиничко-патолошки параметри утичу на 
укупно преживљавање пацијената; 
• да ли клиничко-патолошки параметри носе повећан ризик за 
неповољан исход (смрт) код пацијената са RCC; 
• предикциони потенцијал клиничко-патолошких параметара. 
2. Одређивање следећих параметара оксидативног стреса и АО одбране у 
оболелом и здравом (контролоном) ткиву бубрега пацијената са RCC:  
• прооксидативно-антиоксидативни баланс (PAB); 
• концентрација GSH; 
• концентрација MDA као параметра липидне пероксидације; 
• релативан ниво информационе РНК (енг. messenger RNA, mRNA) и 
протеина као и активност антиоксидативних ензима (CuZnSOD, 
MnSOD, CAT, GPx, GR и GST); 
• ниво mRNA и проетина Nrf2  и његовог инхибитора Keap1. 
3. Утврђивање да ли активност ензима АО одбране као и концентрација GSH 
и MDA утиче на укупно преживљавање пацијената са RCC и да ли неки од 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 
3.1 ОПШТЕ НАПОМЕНЕ  
 
Ова студија је настала као резултат сарадње између Лабораторије за 
молекуларну биологију и ендокринологију Инситутута за нуклеарне науке 
„Винча", Клинике за урологију Клиничког центра Србије и Института за 
патологију Медицинског факултета Универзитета у Београду. За потребе студије 
су ретроспективно прикупљени подаци о пацијентима, као и здраво и туморско 
ткиво бубрега, што је одобрено од стране Етичке комисије Медицинског 
факултета Универзитета у Београду одлуком од 18. марта 2011. године (број 
одлуке 29/III-14). Сви пацијенти од којих је узорковано ткиво су дали 
информисани пристанак. 
 
3.2 ИНФОРМАЦИЈЕ О ПАЦИЈЕНТИМА 
 
У студији преживљавања су коришћени ретроспективно прикупљени 
клиничко-патолошки подаци о 185 пацијената којима је у периоду од 2009. до 
2013. године дијагностикован RCC. Пацијенти су хируршки третирани 
(парцијална или радикална нефректомија) на Клиици за урологију Клиничког 
центра Србије, а хистопатолошка анализа ткива бубрега је урађена од стране 
дежурног патолога Института за патологију Медицинског факултета, 
Универзитета у Београду. Хистолошки подтип и стадијум тумора је одређен у 
складу са WHO-IARC класификацијом тумора уринарног система из 2004. године 
[5], a градус тумора према Фурмановом систему [34].  
Клиничко-патолошки подаци су укључивали: старост и пол пацијената 
као и величину, градус, стадијум и хистолошки подтип тумора. Подаци о 
преживљавању пацијената су добијени личним контактом са пацијентима током 
редовних прегледа или телефонским путем и прикупљани су на Клиници за 
урологију Клиничког центра Србије. Током студије није било могуће 
ретроспективно прикупити податке о смртном исходу пацијената насталом услед 
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RCC (енг. disease-specific deaths).  Стога је догађај од интереса (енг. endpoint 
event) био смртни исход без обзира на узрок па је праћено укупно преживљавање 
пацијената (енг. overall survival, OS). Преживљавање пацијената у месецима је 
праћено у периоду од 5 година, односно, од дана операција до краја студије или 
до наступања смртног исхода. Пацијетни су праћени најмање 10 месеци, а неки до 
краја студије (60 месеци). Пацијенти који су изгубљени из евиденције током 
студије и они који су били живи на крају студије су цензурисани. 
 
3.3 УЗИМАЊЕ УЗОРАКА ТКИВА БУБРЕГА 
 
За део студије који је укључивао молекуларну анализу параметара  
антиоксидативне заштите као и њихов утицај на преживљавање није било могуће 
прикупити узорке здравог и туморског ткива свих 185 пацијената из следећих 
разлога: недовољно туморског ткива, недовољно здравог (контролног) ткива, 
пацијент није дао пристанак да ткиво узето за хистопатолошку анализу буде 
укључено у ову студију. Прикупљено је ткиво 95 пацијената оболелих од RCC 
који су хируршки третирани, углавном радикалном нефректомијом. Након 
уобичајене процедуре која укључује одстрањивање органа и хистопатолошки 
преглед од стране дежурног патолога (одређивање подтипа RCC, градуса и 
стадијума тумора), део туморског и здравог ткива бубрега је узоркован за потребе 
ове студије у чуван на -70 оС до преузимања.  
 
3.4 АНАЛИЗА УЗОРАКА 
 
У Лабораторији за молекуларну биологију и ендокринологију Института 
за нуклеарне науке „Винча" је урађена припрема и анализа узорака према 
одговорајућим протоколима. Анализа узорака je укључивала одређивање нивоа 
PAB, концентрације GSH и MDA и активности следећих АО ензима: CuZnSOD, 
MnSOD, CAT, GPx, GR, GST. Такође, урађена је анализа експресије АО ензима и 
транскрипционог фактора Nrf2 и његовог инхибитора Keap1. Ово је укључивало 
одређивање релативног нивоа mRNA и протеина за CuZnSOD, MnSOD, CAT, 
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GPx, GR, GST, Nrf2 и Keap1 у здравом и туморском ткиву пацијената оболелих од 
RCC. 
3.4.1 Припрема узорака здравог и туморског ткива бубрега 
 
За потребе мерења ензимске активности и прооксидативно-
антиоксидативног баланса (PAB) ткиво је, најпре, испирано сланим раствором 
(PBS) pH 7,4 ради уклањања крви након чега му је измерена маса. Узорци су 
хомогенизовани на леду у хладном фосфатном пуферу (0,05 M KH2PO4, 0,0001 M 
EDTA, pH 7,4) употребом електричног хомогенизера IKA® T10 basic ULTRA-
TURRAX® (IKA Werke GmbH & Co.KG, Немачка). Однос масе ткива (g) и 
запремине пуфера (ml) је био 1:8 и хомогенизација је рађена на 25000 rpm, 15 
секунди у 4 циклуса. Хомогенати су остављени преко ноћи на -70 оC ради 
додатног пуцања и таложења ћелијских мембрана. Сутрадан су отопљени 
хомогенати вортексовани 1 минут и центрифугирани 15 минута, на 10000 × g, 4 oC 
(Eppendorf centrifuge 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Немачка). Горњи слој 
је сакупљен и чуван на -70 oC до употребе. За потребе мерења концентрације GSH 
и укупног MDA узорци су припремани према протоколу произвођача 
комерцијалних китова.  
Активност АО ензима је изражена у јединцама или милијединицама по 
милиграму протеина (U/mg или mU/mg). 
 
3.4.1.1 Мерење концентрације укупних протеина 
 
Концентрација протеина је измерена помоћу комерцијалног есеја 
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, САД). Метода 
се заснива на комбинацији биуретске реакције и колориметријске детекције купро 
јона (Cu+1) уз употребу реагенса који садржи бихинонску киселину (енг. 
bicinchoninic acid, BCA). Купри јон (Cu+2) је редукован од стране протеина у 
узорку до Cu+1 у алкалном медијуму (биуретска реакција). Хелацијом два 
молекула BCA са једним Cu+1 настаје љубичасто обојени продукт који снажно 
апсорбује на 562 nm. За мерење концентрације протеина у здравом и туморском 
ткиву бубрега коришћен је протокол за мерење у киветама. Реагенси А и Б су 
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помешани у односу 50:1 како би се добио радни реагенс. У даљем поступку 100 µl 
узорка или стандарда (албумин) познате концентрације је помешано са 2 ml 
радног реагенса и инкубирано 30 минута на 37 оC. Након тога је на 
спектрофотометру (UV Line 9400, SI Analytics GmbH, Mainz, Немачка) измерена 
апсорбанца (562 nm) која је директно пропорционална концентрацији протеина. 
На основу апсорбанци стандарда познате концентрације формирана је стандардна 
крива помоћу које је израчуната концентрација протеина у узорцима. 
Концентрација протеина у узорцима је изражена као број милиграма протеина по 
милилитру узорка (mg/ml). 
 
3.4.2 Мерење прооксидативно-анитоксидативног баланса 
 
Одређивање нивоа PAB је урађено према методи Аламдари и сар. (2007) 
[132]. Овом методом се мери концентрација H2O2 у антиоксидативном окружењу. 
Хромоген (енг. 3,3´5,5´- tetramethylbenzidine, TMB) у реакционој смеши реагује и 
са антиоксидансом (мокраћна киселина) и са оксидансом (H2O2). ТМВ се редукује 
током реакције са мокраћном киселином у безбојно једињење, док катализована 
реакција са H2O2 даје плаво обојен производ који је последица оксидације ТМВ 
реагенса. Количина H2O2 се одређује спектрофотометријски, мерењем апсорбанце 
на 620 или 570 nm. Поступак је детаљније описан у раду Сахбари и сар. (2015) 
[133]. PAB вредности су изражене у арбитрарним јединицама (HK) које 
представљају проценат H2O2 у стандардном раствору помножен са 6. 
 
3.4.3 Мерење концентрације редукованог глутатиона 
 
Концентрација укупног GSH је одређена помоћу есеја BIOXYTECH® 
GSH-420TM Assay (OXIS International, Inc., СAД). Процедура је базирана на 
колориметријској реакцији у три корака. Оксидовани глутатион у узорку је најпре 
редукован помоћу редукујућег агенса, TCEP (енг. Tris(2-carboxyethyl phosphine). У 
наредном кораку је додат хромоген (4-хлоро-1-метил-7-трифлуорометилкинолин 
метил сулфат) који реагује са тиолима у узорку и образује тиоетре. Трећи корак 
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подразумева додавање NaOH чиме се подиже pH вредност реакције изнад 13. То 
води настанку хромофорних тиона као резултат β–елиминације специфичне за 
GSH-тиоетре. Апсорбанца је мерена спектрофотометријски на 420 nm и директно 
је пропорционална концентрацији GSH која је изражена у наномолима по 
милиграму протеина (nmol/mg).  
 
3.4.4 Мерење концентрације укупног малондиалдехида 
 
Укупан MDA је измерен помоћу есеја BIOXYTECH® MDA-586TM Assay 
(OXIS International, Inc., САД). Протокол се заснива на хидролизи узорка у 
присуству бутилованог хидрокситолуена (енг. butylated hydroxytoluene, BHT) у 
киселој средини (pH 1-2) на 60оC, 80 минута. Након хидролизе, слободни MDA 
реагује са хромогеним реагенсом (енг. N-methyl-2-phenylindole, NMPI) 60 минута 
на 45 оC. Као резултат реакције настаје карбоцијанин боја која се детектује 
спектрофотометријски на 586 nm. Концентрација укупног MDA је израчуната на 
основу стандардне криве и изражена у наномолима по милиграму протеина 
(nmol/mg). 
 
3.4.5 Мерење активности антиоксидативних ензима 
 
3.4.5.1 Мерење активности супероксид дисмутаза  
 
За мерење активности SOD је коришћен комерцијални есеј Superoxide 
Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Company, САД). Метода је заснована на 
реакцији између O2•- (настаје активношћу ензима ксантин оксидазе) и 
тетразолијумове соли која резултира настанком формазан жуте боје. SOD 
инхибира ову реакцију дисмутацијом O2•- до H2O2. Интензитет формазан боје је 
мерен спектрофотометријски на 450 nm уз помоћ читача микроплоча (Wallac1420 
Victor2, PerkinElmer Inc., САД) и обрнуто је пропорционалан активности SOD. 
Једна јединица активности SOD је дефинисана као количина ензима неопходна да 
изврши 50% дисмутације супероксид анјон радикала. Есеј омогућава мерење 
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активности CuZnSOD и MnSOD. У узорцима је најпре измерена укупна активност 
SOD, а затим је додат раствор калијум цијанида (8 mM KCN) којим је инхибирана 
активност CuZnSOD и измерена активност MnSOD. Активност CuZnSOD је 
добијена као разлика укупне активности SOD и активности MnSOD.  
 
3.4.5.2 Мерење активности каталазе 
 
Активност CAT је измерена према протоколу Бојтлера и сар. (1984) 
[131]. Метода је заснована на способности CAT да разгради водоник пероксид до 
воде и кисеоника у реакционој смеши. Реакциону смешу чине 50 µl пуфера (1 M 
Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 8,0), 900 µl супстрата (10 mM раствор H2O2) и 30 µl 
дестиловане воде. Раствор H2O2 се припрема разблаживањем 30% H2O2, а његова 
тачна концентрација се одређује помоћу екстинкционог коефицијента који на 230 
nm изности 0,071 mM-1cm-1. У зависности од броја узорака, припремљена је 
потребна количине реакционе смеше и остављена у воденом купатилу на 37 ºC 10-
15 минута. У кварцну кивету од 1 ml је додато 980 µl реакционе смеше и 20 µl 
узорка. Водоник пероксид апсорбује на 230 nm па је његова разградња праћена 
спектрофотометријски променом апсорбанце на сваких 30 секунди током 3 
минута. Опсег средње вредности промене апсорбанце ΔA230 износи од 0,30-0,60. 
Једна јединица активности CAT је дефинисана као количина ензима која разгради 
1 μmol H2O2 у минуту на температури од 37 oC и pH 8.  
3.4.5.3 Мерење активности глутатион пероксидазе 
 
Ензимска активност GPx је одређена помоћу есеја BIOXYTECH® GPx-
340TM Assay (OXIS International, Inc., САД). Ово је индиректан начин мерења 
активности GPx. Процедура се заснива на редуковању органског пероксида (терц-
бутил хидропероксид) до алкохола и воде. Као производ настаје GSSG који одмах 
бива редукован од стране GR до GSH уз оксидацију NADPH до NADP+. Реакција 
је праћена опадањем апсорбанце на 340 nm. Промена апсорбанце је измерена 
спектрофотометријски и директно је пропорционална активности GPx у узорку. 
Екстинкциони коефицијент за NADPH на 340 nm је 0,00622 µM-1cm-1. Једна 
јединица активности GPx узрокује оксидацију 1 µmol NADPH у минути на 25 oC.  
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3.4.5.4 Мерење активности глутатион редуктазе 
 
За потребе мерења активности GR коришћен је есеј BIOXYTECH® GR-
340TM Assay (OXIS International, Inc., СAД). Метода користи катализовану 
редукцију GSSG до GSH праћену оксидацијом NADPH у NADP+. Промена 
оксидационог стања NADPH резултира опадањем апсорбанце на 340 nm током 
времена. Микромоларни екстинкциони коефицијент за NADPH на 340 nm је 
0,00622 µM-1cm-1. Једна јединица GR активности је количина ензима која 
катализује редукцију 1 µmol GSSG по минути на 25 оC.  
 
3.4.5.5 Мерење активности глутатион трансферазе 
 
Мерење активности GST је урађено помоћу есеја Glutathione S-Transferase 
Assay Kit (Cayman Chemical Company, САД). Метода је заснована на реакцији 
коњугације између 1-хлоро-2,1-динитробензена (енг. 1-chloro-2,1-dinitrobenzene, 
CDNB) и GSH. Реакција је праћена порастом апсорбанце на 340 nm што је 
детектовано помоћу спектрофотометра (UV Line 9400, SI Analytics GmbH, 
Немачка). Екстинкциони коефицијент за CDNB на 340 nm износи 0,0096 μM-1cm-1. 
Једна јединица GST катализује коњугацију 1 nmol CDNB са GSH по минути на 
температури од 25 оC.  
 
3.4.6 Раздвајање протеина електрофорезом и имуноблот анализа 
 
3.4.6.1 Припрема узорака за електрофорезу 
 
Раздвајање протеина је урађено методом електрофорезе на 
полиакриламидном гелу који садржи 10% натријум додецил сулфата (енг. Sodium 
Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). Узорци здравог и 
туморског ткива бубрега, у којима је претходно одређена концентрација протеина, 
су разблажени фосфатним пуфером (0,05 M KH2PO4, 0,0001 M EDTA, pH 7,4) тако 
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да је укупна концентрација протеина сведена на 3 µg/ml. Након тога, узорци су 
додатно разблажени SBL-пуфером (енг. Sample Buffer Laemmli,  0,5 М Tris-HCl pH 
6,8, глицерол, SDS, 0,5% бромфенол плаво, β-меркаптоетанол и H2O) у односу 1:2 
па је укупна концентрација протeина у свим узорцима била 1 µg/ml. Протеини су 
денатурисани кувањем узорака 5 минута на 95 оС  након чега су узорци чувани на 
-70 oC до употребе. 
 
3.4.6.2 Електрофореза на полиакриламидном гелу  
 
Гел за електрофорезу су чинили 5%-ни гел за концентровање протеина 
(0,5 М Tris-HCl pH 6,8, акриламид, бисакриламид, 10% SDS, 10% амонијум 
персулфат, TEMED, H2O) и 12%-ни гел за раздвајење протеина (1,5 М Tris-HCl pH 
8,8, акриламид, бисакриламид, 10% SDS, 10% амонијум персулфат, TEMED, 
H2O). У бунариће на гелу је наношено 20 µl узорка као и протеински стандард 
познатих молекулских маса (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 
ThermoFisher Scientific, Литванија) на основу кога је извршена локализација 
циљаних протеина. Такође, у један бунар на сваком гелу је наношен и стандардни 
узорак који је служио као додатна контрола самог поступка. Електофореза је 
рађена у пуферу (0,25 M Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS) на собној температури и 
напону од 100 V у трајању од 120 минута (Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad 
Laboratories Inc., САД). 
3.4.6.3 Трансфер протеина са гела на нитроцелулозну мембрану 
 
После завршене електрофорезе, гел је одвојен од стаклене плоче и 
остављен у трансфер пуферу (25 mM Tris, 192 mM глицин, 20% метанол и H2O) у 
трајању од 10 минута. У исти пуфер су потопљени филтер папири (Blot Absorbent 
Filter Paper, Bio-Rad Laboratories Inc., САД) и нитроцелулозна мембрана 
(Nitrocellulose Membrane 0,2 µm, Bio-Rad Laboratories Inc., САД). Од поменутих 
компоненти формиран је „сендвич“ за трансфер према следећем распореду: 
филтер папир, гел, мембрана, филтер папир који је затим окренут за 180о и 
постављен на уређај за полусуви трансфер (Trans-Blot Cell, Bio-Rad Laboratories 
Inc., САД ). На овај начин гел са протеинима је био ближи катоди, а мембрана је 
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била ближа аноди чиме је омогућено да се негативно наелектрисани протеини 
крећу у правцу позитивно наелектрисане аноде и вежу за нитроцелулозну 
мембрану. Трансфер је урађен при следећим параметрима: напон 10 V, струја од 
0,32 А у трајању од 22 минута. 
 
3.4.6.4 Имуноблот (Western blot) анализа 
 
Мембрана је, након трансфера, испирана у TBST-у сланом раствору (150 
mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,05% Tween 20, H2O) и инкубирана 90 минута 
у раствору за блокирање кога чини 1%-ни BSA (енг. bovine serum albumin) у 
TBST-у. После блокирања, мембрана је испирана у TBST-у 3 пута по 10 минута, а 
затим остављена у раствору примарног антитела (Табела 1) у TBST-у на 4 оС 
током ноћи. Сутрадан је мембрана испирана TBST пуфером, а након тога 
инкубирана 120 минута у одговарајућем секундарном антителу коњугованом са 
пероксидазом рена (енг. horseradish peroxidase, HRP) (mouse anti-rabbit IgG-HRP, 
sc-2357, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Хајделберг Немачка, разблажење 1:5000; 
sheep anti-mouse IgG-HRP, Amersham ECLTM Western Blotting Analysis System, 
разблажење 1:5000). Надаље је мембрана још једном испирана (3 пута по 10 
минута), а затим изложена раствору за детекцију хемилуминесценције. Овај 
раствор чине раствор А: 100 µl луминола (250 mM) у диметил сулфоксиду (енг. 
dimethyl sulfoxide, DMSO),  44 µl 90 mM р-кумаричне киселине у DMSО, 1 ml Tris-
HCl pH 8,5 и 8856 µl  H2O; раствор Б: 25 µl 30% H2O2, 1 ml Tris-HCl pH 8,5 и 8975 
µl  H2O. Раствори А и Б су помешани у једнаким запреминама и добијеном 
смешом је преливена мембрана и инкубирана 2 минута у мрачној соби. Након 
тога, мембрана је пребачена на картонски носач који је затим постављен између 
две провидне фолије како се мембрана не би осушила. Преко фолије је стављен 
рентгенски филм (Primax Berlin GmbH, Немачка) и све је заједно затворено у 
касету за експозицију (Hypercassette, Amersham, Велика Британија). Експозиција 
филма је трајала 5 минута након чега је развијен помоћу развијача разблаженог 8 
пута (Eukobrom Paper Developer, Tetenal, Немачка) и фиксира разблаженог 5 пута 
у дестилованој води (Superfix Plus, Tetenal, Немачка). Филм је, након сушења, 
скениран, а квантитативна вредност интензитета трака је одређена уз помоћ 
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софтвера „ImageJ” (National Institute of Health, САД). Добијене вредности 
интензитета трака циљаних протеина су нормализоване у односу на вредности 
интензитета трака за β-актин. 
 
Табела 1. Примарна антитела коришћена за детекцију протеина имуноблот 
анализом. (#) антитело за β-актин је представљало контролу уједначености количине 
узорака који су наношени на полиакриламидни гел (енг. loading control). 
 
Aнтитело Домаћин Разблажење Идентификациони број Произвођач 
SOD1 зец 1:1200 ab-16831 Abcam, САД 
SOD2 миш 1:2000 ab-16956 Abcam, САД 
CAT зец 1:600 ab-52477 Abcam, САД 
GPx зец 1:5000 ab-108427 Abcam, САД 
GR зец 1:1200 ab-16801 Abcam, САД 
GSTA1 зец 1:3000 PA5-29811 ThermoFisher Scientific, САД 
Keap1 миш 1:500 sc-365626 Santa Cruz, САД 
Nrf2 миш 1:500 sc-365949 Santa Cruz, САД 
#β-актин миш 1:500 sc-47778 Santa Cruz, САД 
 
3.4.7 Анализа експресије гена 
 
3.4.7.1 Изолација РНК 
 
Поступак изолације РНК се одвијао у три корака: хомогенизација, 
екстракција и изолација. Здраво и туморско ткиво бубрега је хомогенизовано у 
тризолу (TRI Reagent® Solution Ambion, САД) у односу масе и запремине 1:10, 
коришћењем хомогенизера IKA® T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA Werke GmbH 
& Co.KG, Немачка). Минимална маса ткива је била 70 mg. Хомогенату је након 
кратког стајања на собној температури (5 минута) додат хлороформ (-20 оС) ради 
екстракције (однос запремине хлороформа и тризола је био 1:5). Узорци су, затим, 
центрифугирани 15 минута на 12000×g и 4 оС. (Eppendorf centrifuge 5417R, 
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Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Немачка) ради фазног раздвајања. Горња, водена, 
фаза у којој се налазила РНК је пребачена у посебне тубице. Изолација је 
подразумевала додавање изопропанола (-20 оС) воденој фази (однос запремина 
изопропанола и тризола је био 1:2) након чега је уследила инкубација 10 минута 
на собној температури и центрифугирање од 15 минута на 12000×g и 4 оС. 
Центрифугирањем је изолована РНК оборена на дно тубице. Исталожена РНК је  
ресуспендована у 1 ml 75%  етанола (-20 oC) и након кратког мешања 
центрифугирана 5 минута на 12000×g и 4 оС. Исти поступак је поновљен уз 
коришћење 1 ml 95% етанола (-20 oC) и центрифугирање од 15 минута на 12000×g 
и 4 оС. Након одливања етанола талог је сушен 5 минута на собној температури, а 
затим растворен у води третираној диетилпирокарбонатом (DЕPC-H2O).  
Укупна концентрација изоловане РНК je одређена спектрофотометријски 
мерењем апсорбанце узорка на 260 nm (Nano Drop 1000, Thermo Fisher Scientific, 
САД). 
 
3.4.7.2 Синтеза комплементарне ДНК 
 
Синтеза комплементарне ДНК (cDNA) је урађена поступком реверзне 
транскрипције ланчане реакције полимеразе (енг. reverese transcription polymerase 
chain reaction, RT-PCR) уз употребу комерцијалног кита (High Capacity RNA-to-
cDNA Kit, Applied Biosystems, САД). У сваки бунар на микроплочи (MicroAmp® 
Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, САД) је пипетирано 20 µl 
узорка (који садржи 2 µg РНК) и 20 µl реагенса (2 x RT master mix). Реверзна 
транскрипција је урађена према програму приказаном у Табели 2. на PCR апарату 
(Eppendorf Mastercycler epgradient S, Eppendorf, Немачка). Комплементарна ДНК 
је након синтезе чувана на -20 оС до употребе.  
 
Табела 2. Програм реверзне транскрипције (RT-PCR) према протоколу прописаном 
од стране произвођача есеја (High Capacity RNA-to-cDNA Kit, Applied Biosystems, 
САД). 
 
 Корак 1 Корак 2 Корак 3 Корак 4 
Температура [оС] 25 37 85 4 
Време [минути] 10 120 5            - 
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3.4.7.3 Квантификација експресије гена у реалном времену (RTq-PCR) 
 
Квантитативна анализа експресије гена је урађена методом RTq-PCR (енг. 
real-time plymerase chain reaction). У поступку су коришћени комерцијални 
реагенси (TaqMan Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, САД), и 
одговарајући есеји (ThermoFisher Scientific, САД; Табела 3) који садрже прајмере 
специфичне за анализиране гене и олигонуклеотидну пробу која на 5ʹ и 3ʹ крају 
носи флуоресцентне боје (репортер и акцептор флуоресценције).  
У бунариће на миркроплочи (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, 
Applied Biosystems, САД) је додато 12 µl смеше (10 µl мастер микс, 1 µl есеја за 
циљани ген, 1 µl DЕPC-H2O) и 8 µl узорка који је садржао 25 ng/µl cDNA. Анализа 
генске експресије у трипликату је урађена на PCR апарату (Real Time PCR System 
7500, Applied Biosystems, САД) према програму препорученом од стране 
произвођача мастер микса (Табела 4). 
 
Табела 3. Комерцијални есеји коришћени за анализу експресије гена. (#) bp-базни 
парови (енг. base pairs); (##) PPIA референтни ген на основу кога су израчунате 











SOD1 Hs00533490_m1 FAM-MGB 60 
SOD2 Hs00167309_m1 FAM-MGB 67 
CAT Hs00156308_m1 FAM-MGB 68 
GPX1 Hs00829989_gH FAM-MGB 76 
GR Hs00167317_m1 FAM-MGB 63 
GSTA1 Hs00275575_m1 FAM-MGB 69 
NRF2 Hs00975961_g1 FAM-MGB 74 
KEAP1 Hs00202227_m1 FAM-MGB 121 
PPIA## Hs04194521_s1 FAM-MGB 97 
TBP Hs00427620_m1 FAM-MGB 91 
 
Табела 4. Програм RTq-PCR реакције према протоколу произвођача мастер микса 
(TaqMan Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, САД). 
 
   PCR (40 циклуса) 
 инкубација активација ДНК полимеразе 
денатурација елонгација 
Температура [оС] 50 95 95 60 
Време [s] 120 600 15  60 
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На основу литературе, гени за пептидилпролилну изомеразу А (енг. 
peptidylprolyl isomerase A, PPIA) и ТАТА везујући протеин (енг. TATA box binding 
protein, TBP) су идентификовани као потенцијали референтни гени (енг. 
housekeeping genes) за анализу генске експресије у узорцима карцинома бубрега 
[134-137]. Валидацијом на пробним узорцима нормалног и туморског ткива 
бубрега PPIA је показао стабилну експресију па је одабран као референтни ген 
који је истовремено амплификован са циљаним генима.  
Релативне вредности експресије гена за АО ензиме, NRF2 и KEAP1 у 
туморском ткиву бубрега су изражене у односу на контролно (здраво) ткиво уз 
претходну нормализацију на вредности експресије референтног гена (PPIA). 
Квантификација је урађена методом по Ливаку (2-ΔΔСТ) [138]. 
 
3.5 СТАТИСТИЧКА ОБРАДА ПОДАТАКА 
 
Статистичка анализа података је урађена помоћу софтвера SPSS 23.0 за 
Windows (SPSS Inc., САД) и GraphPad Prism 5.0 (САД). У студији преживљавања 
су за поређење квалитативних и кванитативних варијабли коришћени χ2-тест и 
тест анализе варијансе (ANOVA). Стопа преживљавња је израчуната помоћу 
Каплан-Мајер (енг. Kaplan-Meier) методе, а групе које су укључивале клиничко-
патолошке и АО параметре су поређене употребом Log-Rank теста. За анализу 
независних фактора петогодишњег преживљавања коришћен је Коксов 
униваријантни и мултиваријантни регресиони модел пропорционалних ризика 
(енг. Cox proportional hazards model). Резултати добијени анализом молекулских 
параметара су представљени као средња вредност ± стандардна грешка. За 
њихову анализу су коршћени t-тест, Мен-Витни (енг. Mann-Whitney) и Вилкоксон 
(енг. Wilcoxon) тест. За све коришћене тестове је прихваћена статистичка 








4.1 СТУДИЈА ПРЕЖИВЉАВАЊА 
 
4.1.1 Клиничко-патолошке одлике пацијената 
 
Анализирану кохорту је чинило 185 пацијената оболелих од RCC и 
њихова дистрибуција према клинчко-патолошким одликама је приказана у 
Табели 5.  
Просечна старост пацијената у време дијагнозе је била 61 година. 
Најстарији пацијент је имао 85 година, док је најмлађи имао 32 године. Највећи 
број испитаника (66,5%) је био старосне доби између 51-70 година. Однос полова 
је био у корист мушкараца који су чинили већину од 57,8%, док је жена било 
42,2%. Величина тумора је била у распону од 0,2-22,2 cm, са просеком од 6 cm. 
Испитивани случајеви су на основу величине тумора сврстани у четири групе: 
тумори величине до 4 cm, тумори величине од 4,1-7 cm, тумори величине од 7,1-
10 cm и тумори преко 10 cm. Код већине пацијената (67,6%) тумори су били 
величине до 7 cm.  
На основу градуса, испитаници су сврстани у четири групе. Највећи број 
случајева су чинили тумори II (55,7%) и III градуса (30,8%), док су I и IV градус 
били заступљени у мање од 10% случајева.  
Већина дијагностикованих тумора је била првог и трећег стадијума 
(42,2% и 38,4%), док су други и четврти стадијум дијагностиковани у 13%, 
односно у 6,5% испитиваних случајева.  
Према хистолошком подтипу пацијенти су дистрибуирани на следећи 
начин: 73% је имало светлоћелијски подтип (ccRCC), папиларни (pRCC) је имало 
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Табела 5. Клиничко-патолошке одлике пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега који су чинили анализирану кохорту (n=185). 
 
Одлике n (%) 
Старост (године)  
≤50 31 (16,8) 
51-60 42 (22,7) 
61-70 81 (43,8) 
>70 31 (16,8) 
Пол  
Мушки 107 (57,8) 
Женски 78 (42,2) 
Величина тумора (cm)  
≤4  44 (23,8) 
4,1-7  81 (43,8) 
7,1-10  34 (18,4) 
>10  26 (14,1) 
Градус тумора  
I 16 (8,7) 
II 103 (55,7) 
III 57 (30,8) 
IV 9 (4,8) 
Стадијум тумора  
1 78 (42,2) 
2 24 (13) 
3 71 (38,4) 
4 12 (6,5) 
Хистолошки подтип  
Светлоћелијски 135 (73) 
Папиларни  36 (19,5) 
Хромофобни 14 (7,6) 
 
4.1.2 Клиничко-патолошке одлике пацијената стратификоване према 
хистолошком подтипу тумора 
 
У Табели 6. je приказан однос између клиничко-патолошких одлика 
пацијената и хистолошког подтипа RCC. Сто тридесет и пет пацијената је имало 
ccRCC, 36 pRCC (4 пацијента тип 1, 32 пацијента тип 2), а њих 14 је имало chRCC. 
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У просеку су пацијенти са chRCC били незнатно старији (65,7 година) од 
пацијената са ccRCC (61 година) и pRCC (59,4 година). 
Статистички значајна веза je утврђена између хистолошког подтипа и 
пола (p=0,0009, χ2-тест). Већи број мушкараца je нађен у групи пацијената са 
ccRCC (58,5%) и pRCC (72,2%), док је већа учесталост жена забележена међу 
оболелима од chRCC (85,7%).  
Није утврђена статистички значајна веза између величине тумора и 
хистолошког подтипа (p=0,123, χ2-тест). Међутим, када се тумори на основу своје 
величине сврстају у две категорије (тумори величине до 7 cm и тумори већи од 7 
cm), тада веза између величине и хистолошког подтипа постаје статистички 
значајна (p=0,0429, χ2=6,30). 
 Такође, статистички значајним се показао и градус тумора у односу на 
хистолошки подтип (p=0,0018, χ2-тест). Тумори ниског градуса (I-II) су 
доминантно заступљени код ccRCC (70,4%) и chRCC (71,4%), док је код pRCC 
већина тумора (61,1%) била високог градуса (III-IV). Стадијум тумора се није 



















Докторска дисертација                                                                               Резултати 
 
Табела 6. Однос између клинчко-патолошких карактеристика и хистолошког 
подтипа тумора код пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
Поређење учесталости клиничко-патолошких одлика између хистолошких подтипова је 
урађено χ2-тестом и (#) тестом једнофакторске анализе варијансе (енг. one way ANOVA). 
Симбол (*) означава статистички значајну разлику (p<0,05). 
 




n (%) p χ
2 
Пацијенти 135 (73,0) 36 (19,5) 14 (7,6)   
Старост (год.)      
Просек (SD) 61 (9,9) 59,4 (11,9) 65,7 (5,3) 0,144#  
Пол    0,0009* 13,97 
Мушки 79 (58,5) 26 (72,2) 2 (14,3)   
Женски 56 (41,5) 10 (27,8) 12 (85,7)   
Величина тумора 
(cm)    0,123 10,11 
≤4  32 (23,7) 10 (27,8) 2 (14,3)   
4,1-7  65 (48,1) 8 (22,2) 8 (57,1)   
7,1-10 22 (16,3) 10 (27,8) 2 (14,3)   
>10 16 (11,9) 8 (22,2) 2 (14,3)   
Градус тумора    0,0018* 12,61 
Ниски (I-II) 95 (70,4) 14 (38,9) 10 (71,4)   
Високи (III-IV) 40 (29,6) 22 (61,1) 4 (28,6)   
Стадијум тумора    0,5799 4,72 
1 56 (41,5) 16 (44,4) 6 (42,9)   
2 18 (13,3) 4 (11,1) 2 (14,3)   
3 51 (37,8) 16 (44,4) 4 (28,6)   
4 10 (7,4) 0 (0,0) 2 (14,3)   
 
 
4.1.3 Укупно преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега 
 
Студија преживљавања је подразумевала праћење животног статуса 
пацијената у периоду од 60 месеци. Резултати студије су приказани у Табели 7. 
После 12 месеци, 97,3% пацијената је било живо, после 36 месеци 78%, а након 60 
месеци у животу је било 63,2% пацијената (Слика 6). Просечно преживљавање у 
анализираној кохорти је износило 48,72 месеца уз стандардну грешку од 1,22 и 
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Табела 7. Укупно преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега у односу на клиничко-патолошке одлике. Преживљавње пацијената (%) је 
одређено Каплан-Мајер методом, а групе клиничко-патолошких параметара су поређене 
Log-Rank тестом (χ2). Симбол (*) означава статистички значајну разлику (p<0,05).  
 
  Преживљавање (%) 
p 
 Месеци 12 24 36 48 60 
Укупно  97,3 87,6 78 67 63,2 
Старост (године)       
χ2=12,455 
p=0,006* 
≤50  100 100 100 91,8 80,3 
51-60  95,2 90,5 85,4 77,5 77,5 
61-70  97,5 87,7 69,2 56,3 56,3 
>70  96,8 71 71 57,3 57,3 
Пол       χ2=0,855 
p=0,355 Мушки  97,2 91,6 81,5 67,3 67,3 Женски  97,4 82,1 73,2 66,8 59,4 
Величина тумора (cm)       
χ2=26,425 
p<0,001* 
≤4  97,7 95,5 85,4 82 82 
4,1-7   98,8 91,4 86,9 79,9 69,9 
7,1-10   100 76,5 64,2 56,6 56,6 
>10   84,6 76,9 57,7 22,6 22,6 
Градус       χ2=13,249 
p<0,001* Ниски (I-II)  98,3 93,3 85,6 76,4 70 Високи (III-IV)  95,5 77,3 64,6 51 51 
Стадијум         
χ2=43,235 
p<0,001* 
1  100 97,4 84,7 90,4 79,1 
2  100 100 95 80,9 80,9 
3  95,8 78,9 61 42,4 42,4 
4  83,3 50 41,7 33,3 33,3 
Хистолошки подтип       
χ2=2,088 
p=0,352 
Светлоћелијски  96,3 88,9 78,1 71,8 66,3 
Папиларни   100 83,3 77,8 53,5 53,5 
Хромофобни  100 85,7 76,2 76,2 76,2 
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Слика 6. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената у анализираној 
кохорти коју је чинило 185 испитаника оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
 
4.1.4 Утицај клиничко-патолошких одлика на укупно преживљавања 
пацијената  
 
Ова студија је показала да старост значајно утиче (χ2=12,455, p=0,006, 
Log-Rank тест)  на преживљавање пацијената са RCC (Слика 7). На крају 
петогодишњег периода, међу пацијентима млађим од 50 година преживљавање је 
износило 80,3%. Пацијенти старости од 51-60 година су имали укупно 
преживљавање од 95,2% након  12 месеци, 85,4% након 36 месеци и 77,5% након 
60 месеци. У истом периоду, у групи пацијената старости од 61-70 преживљавање 
је износило 97,5%, 69,2% и 56,3% , а код старијих од 70 година 96,8%, 71% и 
57,3% (Табела 7). 
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Слика 7. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на старост. 
 
У анализираној кохорти, након 60 месеци, преживљавање је било нешто 
дуже код мушкараца (67,3%) у односу на жене (59,4%) али без статистичке 








Слика 8. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на пол. 
 
Резултати ове студије су показали да величина тумора значајно утиче 
(χ2=26,425, p<0,001, Log-Rank тест) на исход болести. Укупно преживљавање је 
веће код пацијената код којих је величина тумора била мања од 7 cm (Табела 7). 
Након 60 месеци, преживљавање у групи испитаника са тумором величине ≤4 cm 
је износило 82%, а код пацијената са тумором величине од 4,1-7 cm 69,6%. 
Преживљавање у групи пацијената са тумором величине од 7,1-10 cm и преко 10 








Слика 9. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на величину тумора. 
 
Пацијенти са тумором ниског градуса су имали значајно дуже укупно 
преживљавање (χ2=13,249, p<0,001, Log-Rank тест) у поређењу са онима код којих 
је дијагностикован тумор високог градуса (Слика 10). Тако је у периоду након 12, 
36 и 60 месеци у групи испитаника са тумором ниског градуса преживљавање 
износило 98,3%, 85,6% и 70%, а у групи испитаника са тумором високог градуса  








Слика 10. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на градус тумора. Градуси тумора су 
подељени у две групе: Ниски (тумори I и II градуса) и Високи (тумори III и IV градуса). 
 
Стадијум тумора се, такође, показао као значајан клиничко-патолошки 
фактор (χ2=43,235, p<0,001, Log-Rank тест) који утиче на укупно преживљавање 
пацијената са RCC (Табела 7). Након 60 месеци, код пацијената са тумором првог 
и другог стадијума укупно преживљавање је износило 79,1% и 80,9%, док је код 
испитаника са тумором трећег и четвтог стадијума износило 42,4%, односно 








Слика 11. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на стадијум тумора. 
 
 
Није утврђена статистички значајна разлика (χ2=2,088, p=0,352, Log-Rank 
тест) у укупном преживљавању између пацијената са рaзличитим хистолошким 
подтипом RCC (Табела 7). Пацијенти са pRCC су имали најнижу стопу 
преживљавања (53,5%) док су пацијенти са chRCC имали највишу (76,2%) (Слика 
12). У групи пацијената са ccRCC након 12, 36 и 60 месеци укупно преживљавање 








Слика 12. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на хистолошки подтип тумора. Анализиране 
групе су чинили пацијенти са следећим хистолошким подтиповима: светлоћелијски 
(ccRCC), папиларни (pRCC) и хромофобни (chRCC). 
 
  
4.1.5 Предикциони потенцијал клиничко-патолошких одлика  
 
У Табели 8. су приказани резултати униваријантне регресионе анализе 
која је спроведена у циљу утврђивања фактора који би могли бити предиктори 
преживљавања пацијената. Од свих клиничко-патолошких параметера, као 
независни предиктори су се издвојили старост (p=0,016), величина тумора 
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Табела 8. Униваријантна регресиона анализа утицаја клиничко-патолошких 
одлика на преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
HR-однос шанси (енг. hazard ratio); CI-интервал поверења (енг. confidence interval). 
Симбол (*) означава статистички значајну разлику (p<0,05). 
 
Варијабла HR 95% CI p 
Старост (године)    0,016* 
≤50 1,0 -  
51-60 2,7 0,7-10,3 0,142 
61-70 5,2 1,6-17,3 0,006* 
>70 6,0 1,7-21,5 0,006* 
Пол    
Мушки 1,0 -  
Женски 1,3 0,7-2,2 0,353 
Величина тумора (cm)   <0,001* 
≤4  1,0 -  
4,1-7 1,2 0,5-2,9 0,750 
7,1-10 2,8 1,2-7,1 0,024* 
>10  5,0 2,1-12,1 <0,001* 
Градус    
Ниски (I-II) 1,0 -  
Високи (III-IV) 2,6 1,5-4,6 0,001* 
Стадијум   <0,001* 
1 1,0 -  
2 1,3 0,3-5,1 0,682 
3 6,9 3,1-15,6 <0,001* 
4 10,7 3,9-29,6 <0,001* 
Хистолошки подтип   0,362 
Светлоћелијски 1,0 -  
Папиларни 1,5 0,8-2,8 0,170 
Хромофобни 0,9 0,3-2,9 0,861 
 
 
Након униваријантне је урађена и мултиваријантна регресиона анализа, 
али само са клиничко-патолошким одликама које су се показале статистички 
значајнним у униваријантној анализи (Табела 9). Мултиваријантна анализа је 
показала да су високи градуси (p=0,014) и високи стадијуми (p<0,001) тумора 
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Табела 9. Мултиваријантна регресиона анализа утицаја клиничко-патолошких 
одлика на преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
HR-однос шанси (енг. hazard ratio); CI-интервал поверења (енг. confidence interval). 
Симбол (*) означава статистички значајну разлику (p<0,05). 
 
Варијабла HR 95% CI p 
Градус    
Ниски (I-II) 1,0 -  
Високи (III-IV) 2,1 1,2-3,7 0,014* 
Стадијум   <0,001* 
1 1,0 -  
2 1,3 0,3-5,7 0,727 
3 6,1 2,1-17,6 0,001* 
4 12,2 3,5-41,8 <0,001* 
 
 
4.2 АНТИОКСИДАТИВНИ СТАТУС МАЛИГНО ТРАНСФОРМИСАНОГ 
ТКИВА БУБРЕГА 
 
У другом делу студије је анализиран АО статус у малигном ткиву бубрега 
пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. Будући да је у првом делу 
ове докторске дисертације показано да градус и стадијум тумора имају 
предикциони значај за пацијенте оболеле од RCC, истовремено је анализирана 
веза између ова два клиничко-патолошка параметра и АО статуса.  
4.2.1 Прооксидативно-антиоксидативни баланс у ткиву бубрега у односу на 
градус и стадијум тумора 
 
Утврђено је да су PAB вредности значајно више у туморском у односу на 
здраво ткиво. Овај тренд је присутан, како у туморима нижих (p<0,001, t-тест), 
тако и туморима виших градуса (p<0,001, t-тест) (Слика 13а). Међутим, није било 
разлике између RCC нижих и виших градуса (p=0,857, t-тест).  
Тумори нижих (стадијум 1 и 2) и виших стадијума (стадијум 3 и 4) су 
имали значајно веће PAB вредности у поређењу са здравим ткивом (p<0,001, t-
тест) (Слика 13б). Прогесија тумора ка вишим стадијумима је у вези са 
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варирањем нивоа PAB. RCC трећег и четвртог стадијума  су имали веће PAB 
вредности у односу оне првог и другог стадијума (p=0,0049, t-тест). 
 
 
Слика 13. Прооксидативни-антиоксидативни баланс (PAB) у здравом (Н) и 
туморском (Т) ткиву бубрега пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега. а) PAB вредности у зависности од градуса тумора; б) PAB вредности у 
зависности од стадијума тумора. Хистограм представља PAB вредности изражене у 
арбитрарним јединицама (HKU) приказане као средње вредности ± стандардна грешка. 
Симболи показују статистички значајне разлике између поређених група: ##-p<0,01; ###-
p<0,001, t-тест. 
 
4.2.2 Kонцентрација глутатиона у ткиву бубрега у односу на градус и 
стадијум тумора 
 
Измерена концентрација GSH је била нижа у туморима у односу на 
здраво ткиво. Пад од готово 30% је забележен, како у RCC нижих (p=0,0002, t-
тест ), тако и у RCC виших градуса (p=0,0113, t-тест) (Слика 14а).  
На Слици 14б. се може уочити статистички значајно опадање 
концентрације GSH у туморима нижих стадијума (p=0,0041), као и у туморима 
виших стадијума (p=0,0008, t-тест) у поређењу са здравим ткивом.  
Између различитих група градуса и стадијума није било статистички 
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Слика 14. Концентрација глутатиона (GSH) у здравом (Н) и туморском (Т) ткиву 
бубрега пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. а) концентрацијa 
GSH у зависности од градуса тумора; б) концентрацијa GSH у зависности од стадијума 
тумора. Хистограм представља концентрацију GSH изражену у наномолима по 
милиграму укупних протеина (nmol/mg) приказану као средња вредност ± стандардна 
грешка. Симболи показују статистички значајне разлике између поређених група: #-
p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, t-тест. 
 
4.2.3 Kонцентрација малондиалдехида у ткиву бубрега у односу на градус и 
стадијум тумора 
 
Резултати ове студије показују да се малигно трансформисано ткиво 
одликује већом концентрацијом MDA у односу на здраво ткиво бубрега, 
назависно од градуса и стадијума. RCC нижих и виших градуса су имали значајно 
веће концентрација MDA (p=0,0046, p=0,0015, редом, t-тест) у поређењу са 
контролним ткивом, али разлике међу њима није било (p=0,8868, t-тест) (Слика 
15а). Слично томе, RCC нижих и виших стадијума показују пораст нивоа MDA 
(p=0,0117, p=0,0007, редом, t-тест) у поређењу са здравим ткивом, али разлике 
између две групе тумора није било (p=0,5905, t-тест) (Слика 15б).  
Иако није нађена статистички значајана разлика између RCC различитих 
градуса и стадијума ипак се уочава одређен тренд промене концентрације MDA. 
Наиме, код RCC нижих градуса концентрација MDA је за 52% већа у односу на 
здраво ткиво, док је код виших градуса већа за 116% (Слика 15а). Такође, код 
RCC првог и другог стадијума забележено је повећање концентрације MDA од 
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55%, док је код трећег и четвртог стадијума пораст концентрације MDA износио 




Слика 15. Концентрација малондиалдехида (MDA) у здравом (Н) и туморском (Т) 
ткиву бубрега пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. а) 
концентрацијa MDA у зависности од градуса тумора; б) концентрацијa MDA у 
зависности од стадијума тумора. Хистограм представља концентрацију MDA изражену у 
наномолима по милиграму укупних протеина (nmol/mg) приказану као средња вредност 
± стандардна грешка. Симболи показују статистички значајне разлике између поређених 
група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, t-тест. 
 
 
4.2.4 Eкспресија ензима антиоксидативне заштите у ткиву бубрега у односу 
на градус тумора 
 
4.2.4.1 Експресија бакар-цинк супероксид дисмутазе у односу на градус 
тумора 
 
У поређењу са здравим ткивом, RCC показује смањену експресију SOD1 
гена. Анализа t-тестом је показала 2,3 пута мању количину SOD1 mRNA у 
туморима нижих (p<0,001), и 2 пута мању у онима виших градуса (p<0,001) 
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(Слика 16а). Исти тренд промене је уочен на протеинском нивоу како нижих, 
тако и код виших градуса (p=0,0003, p=0,0189 редом, t-тест) (Слика 16б). 
 Обе групе RCC су показале значајно мању активост CuZnSOD у односу 
на здраве контроле (p=0,0003, p=0,0041, редом, t-тест) (Слика 16в). Између 
нижих и виших градуса тумора није забележено значајно варирање експресије 
SOD1, као ни активности CuZnSOD (p>0,05).  
 
4.2.4.2 Експресија манган супероксид дисмутазе у односу на градус тумора 
 
Анализа Вилкоксон тестом је показала повећану експресију SOD2 гена у 
малигном ткиву бубрега. У поређењу са здравим ткивом, ниво SOD2 mRNA је 3,3 
пута већи у RCC нижих градуса (p=0,0063), а 2,6 пута већи у RCC виших градуса 
(p=0,008). Није било разлике у количини SOD2 mRNA између RCC различитих 
градуса (p>0,05, Мен-Витни тест) (Слика 17а).  
Ниво MnSOD протеина је већи у обе групе RCC у односу на здраво ткиво 
(p=0,0086, p=0,0106, редом, t-тест) (Слика 17б). У нискоградусним као и у 
високоградусним RCC је измерена значајно већа MnSOD активост у односу на 
контролно ткиво (p=0,0004, p=0,0106, редом, t-тест) (Слика 17в). Ниво MnSOD 
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Слика 16. Функционална експресија бакар-цинк супероксид дисмутазе (CuZnSOD) у 
здравом ткиву (Н) и туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега. а) релативна количина SOD1 mRNA; б) релативна 
количина CuZnSOD протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска 
активност CuZnSOD изражена у јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). 
Резултати за релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у 
односу на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. 
Подаци на хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи 
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Слика 17. Функционална експресија манган супероксид дисмутазе (MnSOD) у 
здравом ткиву (Н) и туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега. а) релативна количина SOD2 mRNA; б) релативна 
количина MnSOD протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност 
MnSOD изражена у јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). Резултати за 
релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, а) Вилкоксон 
тест; б) и в) t-тест. 
 
 
4.2.4.3 Експресија каталазе у односу на градус тумора 
 
У малигном ткиву бубрега је дошло до значајног варирања нивоа CAT 
mRNA (Слика 18а). У RCC нижих градуса је регистрована 2,2 пута мања 
количина CAT mRNA (p=0,0012, Вилкоксон тест), док је у RCC виших градуса 
количина CAT mRNA била 4,3 пута мања у поређењу са контролом (p=0,0002, 
Вилкоксон тест). Варирање нивоа CAT mRNA је у вези са градусом тумора, па је 
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код високоградусних RCC уочен пад од 50% у односу на нискоградусне RCC 
(p=0,0226, Мен-Витни тест).  
Малигно трансформисано ткиво се одликује променом нивоа CAT 
протеина (Слика 18б). У RCC нижих и виших градуса је забележена мања 
количина овог ензима (p<0,001, p=0,0085, редом, t-тест) у односу на здраво ткиво. 
Међутим, није било разлике у нивоу протеина између нижих и виших градуса 
RCC (p>0,05). CAT активност (Слика 18в) није показала варирање у зависности 
од градуса тумора (p>0,05) па је код нижих и виших градуса уочен пад у 
поређењу са здравом контролом (p<0,001, t-тест).  
 
4.2.4.4 Експресија глутатион пероксидазе у односу на градус тумора 
 
Резултати студије показују повећану експресије GPX1 гена у RCC. RCC 
нижих градуса су имали 2,2 пута већу количину GPX1 mRNA (p=0,0002, 
Вилкоксон тест), док је код RCC виших градуса забележено повећање од 1,7 пута 
(p=0,0242, Вилкоксон тест) у односу на здраво ткиво (Слика 19а). Анализа Мен-
Витни тестом је показала да је прогресија тумора у виши градус у вези са 
опадањем релативне количине GPX1 mRNA (p=0,0289). 
 На нивоу транслације није било разлике између малигног ткива и 
здравих контрола (p>0,05, Вилкоксон тест) (Слика 19б). У поређењу са здравим 
ткивом, активост GPx је значајно мања у RCC независно од градуса (p<0,001, t-




Докторска дисертација                                                                               Резултати 
 
 
Слика 18. Функционална експресија каталазе (CAT) у здравом ткиву (Н) и 
туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина CAT mRNA; б) релативна количина CAT 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност CAT изражена у 
јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). Резултати за релативну количину 
mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво (контролно) ткиво 
које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму су приказани као 
средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички значајне разлике 
између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, а) Вилкоксон тест, Мен-
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Слика 19. Функционална експресија глутатион пероксидазе (GPx) у здравом ткиву 
(Н) и туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GPX1 mRNA; б) релативна количина GPx1 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GPx изражена у 
милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за релативну 
количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ###-p<0,001, а) Вилкоксон тест, 
Мен-Витни тест; в) t-тест. 
 
 
4.2.4.5 Експресија глутатион редуктазе у односу на градус тумора 
 
Експресија GR гена се значајно мењала у зависности од градуса тумора 
(Слика 20а и 20б). Тако је у RCC виших градуса измерена 2 пута мања количина 
GR mRNA (p=0,0066, Мен-Витни тест) и за 38% нижи ниво GR протеина 
(p=0,0296, t-тест) у односу на  RCC нижих градуса. Поређењем RCC виших 
градуса са контролним ткивом регистрована је 2,4 пута мања количина GR mRNA 
(p<0,001, Вилкоксон тест) и за 21% нижи ниво GR протеина (p=0,0444, t-тест). 
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 Малигно трансформисано ткиво се одликује нижом активношћу GR у 
поређењу са контролним ткивом, што је забележено код нискоградусних (p<0,001, 
t-тест), као и високоградусних (p=0,0008, t-тест) RCC (Слика 20в). Није било 
разлике у GR активности између нижих и виших градуса RCC (p>0,05). 
 
4.2.4.6 Експресија глутатион трансферазе у односу на градус тумора 
 
На Слици 21. се може видети да је промена експресије GST пре свега 
одлика малигне трансфорамације ткива, док се градус тумора карактерише 
променама на нивоу транскрипције GSTA1. Наиме, код RCC виших градуса је 
измерена већа количина GSTA1 mRNA у поређењу са нискоградусним RCC 
(p=0.0117, Мен-Витни тест) (Слика 21а). Поред тога, код нискоградусних, као и 
високоградусних RCC, је забележен пад у количини GSTA1 mRNA у поређењу са 
здравим ткивом (p=0,0004, p=0,0089, редом, Вилкоксон тест).  
Независно од градуса RCC, у малигно трансфорамисаном ткиво је 
забележен пад нивоа GSTA1 протеина у односу на здраво ткиво (p=0,0067, 
p=0,0252, редом, t-тест) (Слика 21б). GST активност у малигном ткиву je 
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Слика 20. Функционална експресија глутатион редуктазе (GR) у здравом ткиву (Н) 
и туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GR mRNA; б) релативна количина GR 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GR изражена у 
милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за релативну 
количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, а) 
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Слика 21. Функционална експресија глутатион трансферазе (GST) у здравом ткиву 
(Н) и туморима различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GSTA1 mRNA; б) релативна количина 
GSTA1 протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GST 
изражена у милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за 
релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, а) 
Вилкоксон тест, Мен-Витни тест; б) и в) t-тест. 
 
4.2.5 Експресија ензима антиоксидативне заштите у ткиву бубрега у односу 
на стадијум тумора 
 
4.2.5.1 Експресија бакар цинк супероксид дисмутазе у односу на стадијум 
тумора 
 
Анализирани параметри нису показали промене у зависности од 
стадијума тумора. У малигном ткиву је забележен пад нивоа SOD1 mRNA како у 
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туморима ниских, тако и у онима високих стадијума (p=0,0034, p=0,0052, редом, t-
тест) (Слика 22а).  
Сличан тренд је забележен на протеинском нивоу као и на нивоу 
ензимске активности. Код обе групе RCC је забележен значајан пад у количини 
протеина (p=0,0046, p=0,00052, редом, t-тест) (Слика 22б), али и у активности 
CuZnSOD (p<0,001, p=0,0134, редом, t-тест)  у поређењу са контролним ткивом 
(Слика 22в).  
 
4.2.5.2 Експресија манган супероксид дисмутазе у односу на стадијум тумора 
 
У поређењу са здравим ткивом бубрега RCC нижих и виших стадијума си 
имали чак 4 пута већу релативну количину SOD2 mRNA (p=0,0005, p=0,0009, 
редом, Вилкоксон тест) (Слика 23а). Између RCC различитих стадијума није 
било промене у количини SOD2 mRNA (p=0,8949, Мен-Витни тест).  
Ниво MnSOD протеина је одговарао тренду промене релативне количине 
mRNA (Слика 23б). У RCC првог и другог стадијума је забележен пораст нивоа 
MnSOD протеина од 34% у односу на здраво ткиво (p=0,0273, t-тест), док је у 
RCC трећег и четвртог стадијума тај пораст износио 37% (p=0,0295, t-тест). Међу 
туморима различитих стадијума није било разлике у (p=0,9057, t-тест). Активност 
MnSOD је имала тренд пораста у туморима нижих, као и туморима виших 
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Слика 22. Функционална експресија бакар-цинк супероксид дисмутазе (CuZnSOD) 
у здравом ткиву (Н) и туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих 
од тубуларног карцинома бубрега. а) релативна количина SOD1 mRNA; б) релативна 
количина CuZnSOD протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска 
активност CuZnSOD изражена у јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). 
Резултати за релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у 
односу на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. 
Подаци на хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи 
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Слика 23. Функционална експресија манган супероксид дисмутазе (MnSOD) у 
здравом ткиву (Н) и туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих 
од тубуларног карцинома бубрега. а) релативна количина SOD2 mRNA; б) релативна 
количина MnSOD протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска 
активност MnSOD изражена у јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). 
Резултати за релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у 
односу на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. 
Подаци на хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи 
показују статистички значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-
p<0,001, а) Вилкоксон тест; б) и в) t-тест. 
 
4.2.5.3 Експресија каталазе у односу на стадијум тумора 
 
Малигно ткиво бубрега карактеришу значајне промене експресије CAT 
гена и активности CAT ензима. У односу на здраво ткиво, нижи стадијуми RCC су 
имали 2,4 пута мању количину CAT mRNA (p=0,0015, Вилкоксон тест), док је у 
туморима виших стадијума регистрована 3,6 пута мања количина CAT mRNA 
(p=0,001, Вилкоксон тест) (Слика 24а). 
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 Сличан тренд је забележен на протеинском нивоу (Слика 24б). Обе 
групе RCC су имале за око 20% мање CAT протеина у поређењу са контролним 
ткивом (p=0,0008, p=0,0013, редом t-тест). Активност ензима је у туморима нижих 
(p<0,001, t-тест) и виших стадијума (p<0,001, t-тест) била мања у односу на здраво 
ткиво (Слика 24в). Између различитих стадијума нису забележене значајне 
промене анализираних параметара. 
 
4.2.5.4 Експресија глутатион пероксидазе у односу на стадијум тумора 
 
Значајан пораст нивоа GPX1 mRNA је забележен само у RCC виших 
стадијума  (Слика 25а) у односу на здраво ткиво бубрега (p=0,0026, Вилкоксон 
тест), али и у поређењу са нижим стадијумима (p=0,0384, Мен-Витни тест).  
Анализа релативне количине GPx протеина није показала статистички 
значајне промене (Слика 25б). За разлику од генске експресије, активност GPx је 
имала супротан тренд промене  па је тако у односу на здраво ткиво уочен значајан 
пад у туморима нижих  (p<0,001, t-тест)  и туморима виших стадијума (p<0,001, t-
тест) (Слика 25в). Између нижих и виших стадијума није било разлике у погледу 
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Слика 24. Функционална експресија каталазе (CAT) у здравом ткиву (Н) и 
туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина CAT mRNA; б) релативна количина CAT 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност CAT изражена у 
јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg). Резултати за релативну количину 
mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво (контролно) ткиво 
које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму су приказани као 
средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички значајне разлике 
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Слика 25. Функционална експресија глутатион пероксидазе (GPx) у здравом ткиву 
(Н) и туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GPX1 mRNA; б) релативна количина GPx1 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GPx изражена у 
милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за релативну 
количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05, Мен-Витни тест; ##-p<0,01, 
Вилкоксон тест; ###-p<0,001, t-тест. 
 
4.2.5.5 Експресија глутатион редуктазе у односу на стадијум тумора 
 
У малигном ткиву бубрега је регистровано значајно варирање 
функционалне експресије GR-а. Анализиране групе RCC су показале пад у 
количини GR mRNA у односу на здраво ткиво (p=0,0051, p=0,0005, редом, 
Вилкоксон тест) (Слика 26а).  
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Независно од стадијума,  у RCC је регистрован пад у количини протеина 
(p=0,0202, p=0,0099, редом, t-тест) у односу на контролно ткиво (Слика 26б). 
Активност GR је значајно мања у RCC првог и другог стадијума (p=0,001, t-тест), 
као и у RCC трећег и четвртог стадијума (p<0,001, t-тест)  у односу на здраво 
ткиво (Слика 26в). 
 
4.2.5.6 Експресија глутатион трансферазе у односу на стадијум тумора 
 
За разлику од градуса, стадијум RCC није у вези са променом експресије 
GST. Варирање GSTA1 mRNA је одлика малигног ткива бубрега па је у обе групе 
RCC измерена 2,5 пута мања количина mRNA (p=0,0104, p=0,0117, редом, 
Вилкоксон тест) у односу на контролно ткиво (Слика 27а).  
Независно од стадијума, малигно ткиво бубрега је имало нижи ниво 
GSTA1 протеина у поређењу са здравом контролом (p=0,0015, p=0,0064, редом, t-
тест) (Слика 27б). У RCC, без обзира на стадијум, GST активност је била на 
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Слика 26. Функционална експресија глутатион редуктазе (GR) у здравом ткиву (Н) 
и туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GR mRNA; б) релативна количина GR 
протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GR изражена у 
милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за релативну 
количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05; ##-p<0,01; ###-p<0,001, а) 
Вилкоксон тест; б) и в) t-тест. 
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Слика 27. Функционална експресија глутатион трансферазе (GST)  у здравом ткиву 
(Н) и туморима различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега. а) релативна количина GSTA1 mRNA; б) релативна количина 
GSTA1 протеина са репрезентативним имуноблотовима; в) ензимска активност GST 
изражена у милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg). Резултати за 
релативну количину mRNA и протеина су изражени као проценти (%) у односу на здраво 
(контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на хистограму 
су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују статистички 
значајне разлике између поређених група: #-p<0,05 Вилкоксон тест; ##-p<0,01; ###-
p<0,001 t-тест. 
 
4.2.6 Експресија Nrf2 у односу на градус тумора 
 
RCC виших градуса су имали 1,5 пута мању количину NRF2 mRNA у 
односу на здраво ткиво (p=0,0241, Вилкоксон тест) (Слика 28а). Код 
нискоградусних RCC није регистрована значајна промена на нивоу NRF2 mRNA 
(p=0,1502, Вилкоксон тест). Ниво Nrf2 протеина је остао непромењен како у 
нискоградусним, тако и у високоградусним туморима (p=0,4077, p=0,6913, редом, 
t-тест), у поређењу са здравим ткивом (Слика 28б). 
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Слика 28. Функционална експресија Nrf2 у здравом ткиву (Н) и туморима 
различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
а) релативна количина NRF2 mRNA; б) релативна количина Nrf2 протеина са 
репрезентативним имуноблотовима. Резултати су изражени као проценти (%) у односу 
на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на 
хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симбол показујe 
статистички значајну разлику између поређених група: #-p<0,05, Вилкоксон тест. 
 
4.2.7 Експресија Nrf2 у односу на стадијум тумора 
 
Резултати студије показују да није било промене у експресији NRF2 гена 
у односу на стадијум тумора. У малигном ткиву је уочен пад у количини NRF2 
mRNA у поређењу са здравим ткивом, али ова промена није била статистички 
значајна у вишим стадијумима RCC (p=0,1243, t-тест) док је у нижим стадијумима 
била на граници статистичке значајности (p=0,0506, t-тест) (Слика 29а). Ниво 
Nrf2 протеина је остао непромењен како у нижим, тако и у вишим стадијумима 
RCC (p=0,4709, p=0,8244, редом, t-тест) (Слика 29б). 
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Слика 29. Функционална експресија Nrf2 у здравом ткиву (Н) и туморима 
различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега. а) релативна количина NRF2 mRNA; б) релативна количина Nrf2 протеина са 
репрезентативним имуноблотовима. Резултати су изражени као проценти (%) у односу на 
здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на 
хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка.  
 
4.2.8 Експресија Keap1 у односу на градус тумора 
 
Нискоградусни, као ни високоградусни RCC, нису показали промену у 
релативној количини KEAP1 mRNA у поређењу са здравим ткивом бубрега 
(p=0,0663, p=0,7747, редом,  Вилкоксон тест) (Слика 30а). Ниво Keap1 протеина 
је остао непромењен у нижим градусима (p=0,9061, Вилкоксон тест), док је у 
вишим уочен пораст од 63% (p=0,025, Вилкоксон тест) у односу на контролно 
ткиво (Слика 30б). Такође, високоградусни RCC су имали значајно виши ниво 
Keap1 протеина у односу на нискоградусне RCC (p=0,0060, Мен-Витни тест). 
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Слика 30. Функционална експресија Keap1 у здравом ткиву (Н) и туморима 
различитих градуса (Т) код пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
а) релативна количина KEAP1 mRNA; б) релативна количина Keap1 протеина са 
репрезентативним имуноблотовима. Резултати су изражени као проценти (%) у односу 
на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на 
хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. Симболи показују 
статистички значајну разлику између поређених група: #-p<0,05, Вилкоксон тест; ##-
p<0,01, Мен-Витни тест. 
 
4.2.9 Експресија Keap1 у односу на стадијум тумора 
 
Експресија KEAP1 гена се није значајно мењала у односу на стадијум 
тумора. Релативна количина KEAP1 mRNA је остала непромењена у нижим и 
вишим стадијумима RCC у поређењу са контролом (p=0,2394, p=0,7168, редом t-
тест) (Слика 31а). Резултати Вилкоксон теста су показали да у обе групе RCC 
није било значајне промене нивоа Keap1 протеина (p=0,3212, p=0,2237, редом) 
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Слика 31. Функционална експресија Keap1 у здравом ткиву (Н) и туморима 
различитих стадијума (Т) код пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега. а) релативна количина KEAP1 mRNA; б) релативна количина Keap1 протеина са 
репрезентативним имуноблотовима. Резултати су изражени као проценти (%) у односу 
на здраво (контролно) ткиво које је представљено као вредност 1 или 100%. Подаци на 
хистограму су приказани као средња вредност ± стандардна грешка. 
 
 
4.3 УТИЦАЈ ПАРАМЕТАРА АНТИОКСИДАТИВНЕ ЗАШТИТЕ И 
ЛИПИДНЕ ПЕРОКСИДАЦИЈЕ НА УКУПНО ПРЕЖИВЉАВАЉЕ 
ПАЦИЈЕНАТА  
 
Утицај антиоксидативних параметара и параметра липидне пероксидације 
на укупно преживљавање пацијената оболелих од RCC је анализиран на кохорти 
коју је чинило 95 пацијената од којих је узорковано здраво и туморско ткиво 
бубрега. Измерене вредности ензимске активности и концентрације GSH и MDA 
су подељене у две групе на основу медијане која је узета као гранична вредност 
[139]. Вредности испод граничне (≤медијана) су сматране за ниже, а оне изнад 
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4.3.1 Опште одлике пацијената од којих је узорковано ткиво 
 
Клиничко-патолошке одлике пацијената су представљене у Табели 10. 
Већина пацијената је била старости од 61 до 70 година, а полови су били готово 
подједнако заступљени. Просечна величина тумора је била 7 cm (IQR=5-8.2 cm), а 
највећи број тумора је био величине до 7 cm (63,1%). Код већине пацијената су 
дијагностиковани тумори ниског градуса (69,5%) и тумори првог (38,9%) и трећег 
стадијума (42,1%). Од хистолошких подтипова, најзаступљенији је био 




Табела 10. Клиничко-патолошке одлике пацијената оболелих од тубуларног 
карцинома бубрега од којих је узорковано ткиво (n=95). 
Одлике n (%) 
Старост (године)  
≤50 17 (17,9) 
51-60 18 (18,9) 
61-70 43 (45,3) 
>70 17 (17,9) 
Пол  
Мушки 51 (53,7) 
Женски 44 (46,3) 
Величина тумора (cm)  
≤4 18 (18,9) 
4,1-7 42 (44,2) 
7,1-10 18 (18,9) 
>10 17 (17,9) 
Градус  
Ниски (I-II) 66 (69,5) 
Високи (III-IV) 29 (30,5) 
Стадијум  
1 37 (38,9) 
2 14 (14,7) 
3 40 (42,1) 
4 4 (4,2) 
Хистолошки подтип  
Светлоћелијски 74 (77,9) 
Папиларни 13 (13,7) 
Хромофобни 8 (8,4) 
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4.3.2 Утицај активности антиоксидативних ензима, концентрације 
глутатиона и малондиалдехида на укупно преживљавање пацијената  
 
Укупно преживљавање пацијената је износило 96,8%, 73,7% и 54,6% 
након једне, три и пет година (Табела 11, Слика 32). 
 
 
Табела 11. Укупно преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега у односу на активност антиоксидативних ензима и концентрацију 
глутатиона и малондиалдехида. Преживљавње пацијената (%) је одређено Каплан-
Мајер методом, а групе анализираних параметара су поређене Log-Rank тестом (χ2). 
Статистичка значајност је тестирана на нивоу од 5% (p<0,05). 
 
  Преживљавање (%) 
p Месеци 12 24 36 48 60 
Укупно  96,8 89,5 73,7 54,6 54,6  
АО параметар        
SOD (U/mg)       χ2=2,373 
p=0,123 ≤59,38  97,7 88,6 74 68,1 68,1 >59,38  96,1 90,2 73,3 40,9 40,9 
CAT (U/mg)       χ2=2,418 
p=0,120 ≤10,22  95,6 86,7 64,7 40,4 40,4 >10,22  98 92 81,8 65,6 65,6 
GPx (mU/mg)       χ2=3,506 
p=0,061 ≤3,36  97,7 93 78,3 65 65 >3,36  93,5 87 68,6 41 41 
GR (mU/mg)       χ2=3,063 
p=0,080 ≤7,53  98 87,8 75,5 70 70 >7,53  95,1 91,3 71,7 29,8 29,8 
GST (mU/mg)       χ2=0,907 
p=0,341 ≤3,33  98,1 90,6 78,8 57,3 57,3 >3,33  95,1 87,8 66,7 54,3 54,3 
GSH (nmol/mg)       χ2=3,188 
p=0,062 ≤58,26  100 88,6 81,4 64,9 64,9 >58,26  93,3 91,1 65,8 41,8 41,8 
MDA (nmol/mg)       χ2=0,208 
p=0,648 ≤2,03  100 95,2 75,4 54,7 54,7 >2,03  93,6 85,1 71,6 52,3 52,3 
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Слика 32. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања у анализираној кохорти 
коју је чинило 95 пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега од којих је 
узорковано ткиво. 
. 
Активност SOD није значајно (χ2=2,373, p=0,123, Log-Rank тест) утицала 
на укупно преживљавање пацијената са RCC. Након 60 месеци, укупно 
преживљавање пацијената са нижом активношћу SOD (≤59,38 U/mg) је било 
68,1%, а код пацијената са повишеном активношћу SOD (>59,38 U/mg) 40,9% 
(Табела 11, Слика 33). 
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Слика 33. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на укупну активност супероксид дисмутазе 
(SOD). Активност SOD је изражена у јединицама по милиграму укупних протеина 
(U/mg), а медијана (59,38) је представљала граничну вредност на основу које су 
дефинисане анализиране групе. 
 
Веза између CAT активности и укупног преживљавања се није показала 
статистички значајном (χ2=2,418, p=0,120, Log-Rank тест). Након пет година, 
стопа преживљавања пацијента код којих је измерена нижа CAT активност 
(≤10,22 U/mg) је износила 40,4%, а 65,6% код испитаника са повишеном 
активношћу CAT  (>10,22 U/mg) (Табела 11, Слика 34). 
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Слика 34. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на активност каталазе (CAT). Активност 
CAT је изражена у јединицама по милиграму укупних протеина (U/mg), а медијана 
(10,22) је представљала граничну вредност на основу које су дефинисане анализиране 
групе. 
 
Утицај активности GPx на преживљавање пацијената је био на граници 
статистичке значајности (χ2=3,506, p=0,061, Log-Rank тест). Стопа преживљавања 
пацијената са нижом вредношћу GPx активности (≤3,36 mU/mg) је износила 
97,7%, 78,3% и 65% након 12, 36 и 60 месеци, док је у групи испитаника са вишом 
GPx активношћу (>3,36 mU/mg) у истим временскм интервалима износила 93,5%, 
68,6% и 41% (Табела 11, Слика 35).  
82 
 




Слика 35. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на активност глутатион пероксидазе (GPx). 
Активност GPx је изражена у милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg), 




У групи пацијената са нижом активношћу GR (≤7,53 U/mg) стопе укупног 
преживљавања за 12, 36 и 60 месеци су износиле 98%, 75,5% и 70%, а у другој 
групи (>7,53 U/mg) 95,1%, 71,7% и 29,8% (Табела 11, Слика 36). Уочена разлика 
у преживљавању између две групе испитаника је била на граници статистичке 
значајности (χ2=3,063, p=0,080, Log-Rank тест). 
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Слика 36. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на активност глутатион редуктазе (GR). 
Активност GR је изражена у милијединицама по милиграму укупних протеина (mU/mg), 
а медијана (7,53) је представљала граничну вредност на основу које су дефинисане 
анализиране групе. 
 
Активност GST није имала значајан утицај на преживљавање пацијената 
(χ2=0,907, p=0,341, Log-Rank тест). Пацијенти са нижом (≤3,33 mU/mg) и вишом 
(>3,33 mU/mg) активношћу GST су имали готово једнаку стопу преживљавања 
након 60 месеци (57,3% и 54,3%) (Табела 11, Слика 37). 
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Слика 37. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на активност глутатион трансферазе (GST). 
Активност GST је изражена у милијединицама по милиграму укупних протеина 
(mU/mg), а медијана (3,33) је представљала граничну вредност на основу које су 
дефинисане анализиране групе. 
 
Утицај концентрација GSH на преживљавање пацијената са RCC је био на 
граници статистичке значајности (χ2=3,188, p=0,062, Log-Rank тест). У групи 
испитаника са нижoм концентрацијом GSH (≤58,26 nmol/mg) стопе 
преживљавања након 12, 36 и 60 месеци су биле 100%, 81,4% и 64,9%, док су у 
групи са вишом концентрацијом GSH (>58,26 nmol/mg) износиле 93,3%, 65,8% и 
41,8% (Табела 11, Слика 38). 
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Слика 38. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на концентрацију глутатиона (GSH). 
Концентрација GSH је изражена у наномолима по милиграму укупних протеина 
(nmol/mg), а медијана (58,26) је представљала граничну вредност на основу које су 
дефинисане анализиране групе. 
 
Анализом утицаја концентрације MDA на укупно преживљавање 
пацијената оболелих од RCC није уочена статистички значајна разлика (χ2=0,208, 
p=0,648, Log-Rank тест) између дефинисаних група. Петогодишње стопе 
преживљавања за анализиране групе су биле готово једнаке. Тако је 
преживљавање у групи са нижом концентрацијом MDA (≤2,03 nmol/mg) износило 
54,7%, а у групи са вишом MDA концентрацијом  (>2,03 nmol/mg) 52,3% (Табела 








Слика 39. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на концентрацију малондиалдехида (MDA). 
Концентрација MDA је изражена у наномолима по милиграму укупних протеина 
(nmol/mg), а медијана (2,03) је представљала граничну вредност на основу које су 
дефинисане анализиране групе. 
 
4.3.3 Утицај клиничко-патолошких одлика на преживљавање пацијената 
 
Укупно преживљавање пацијената у односу на клиничко-патолошке 
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Табела 12. Укупно преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега у односу на клиничко-патолошке параметре у кохорти коју је чинило 95 
испитаника од којих је узорковано ткиво. Преживљавње пацијената (%) је одређено 
Каплан-Мајер методом, а групе клиничко-патолошких параметара су поређене Log-Rank 
тестом (χ2). Симбол (*) означава статистички значајну разлику (p<0,05). 
 
  Преживљавање (%)  
 Месеци 12 24 36 48 60 p 
Старост (године)       
χ2=13,999 
p=0,003* 
≤50  100 100 100 84,6 84,6 
51-60  100 88,9 77,8 70 70 
61-70  95,3 86 56,9 33,9 33,9 
>70  94,1 88,2 88,2 61,8 61,8 
Пол       χ2=0,02 
p=0,962 Мушки  98 90,2 71,2 52,6 52,6 Женски  95,5 88,6 76,7 56,9 56,9 
Величина тумора  
(cm)  
     
χ2=22,540 
p<0,001* 
≤4   100 88,9 77,8 70,7 70,7 
4,1-7   97,6 92,9 87,7 70,4 70,4 
7,1-10   100 100 68,8 60,2 60,2 
>10  88,2 70,6 41,2 0 0 
Градус       χ2=12,080 
p=0,001* Ниски (I-II)  97 95,5 82,1 64,3 64,3 Високи (III-IV)  96,6 75,9 55,2 34,5 34,5 
Стадијум       
χ2=26,217 
p<0,001* 
1  97,3 94,6 89,1 77,2 77,2 
2  100 100 90,9 77,9 77,9 
3  92,5 82,5 61,9 34 34 
4   100 75 0 0 0 
Хистол. подтип       
χ2=2,424 
p=0,298 
Светлоћелијски  95,9 90,5 74,7 61,4 61,4 
Папиларни   100 76,9 69,2 36,9 36,9 
Хромофобни  100 100 64,3 0 0 
 
Резултати су показали статистички значајну разлику у преживљавању 
између старосних група пацијената (χ2=13,999, p=0,003, Log-Rank тест). Након 60 
месеци преживљавање испитаника по старосним групама је износило: 84,6% у 
групи пацијената млађих од 50 година, 70% за оне старости од 51-60 година, 
33,9% у групи старости од 61-70 година и 61,8% код стријих од 70 година (Табела 
12, Слика 40). 
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Слика 40. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања 95 пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на старост. 
 
Није уочена значајна разлика у преживљавању између пацијената 
различитих полова (p=0,962). На крају периода праћења, укупно преживљавање је 
било готово једнако. Стопа преживљавања код мушкараца је износила 52,6%, а 
код жена 56,9% (Табела 12). 
Дужина укупног преживљавања пацијената је зависила (p<0,001) од 
величине дијагностикованих тумора. Након 12, 36 и 60 месеци, стопе 
преживљавања пацијената  у зависности од величине тумора су износиле: 100%, 
77,8% и 70,7% у групи са туморима величине ≤4 cm; 97,6%, 87,7% и 70,4% у 
групи  са величинном тумора од 4,1-7 cm; 100%, 68,8% и 60,2% у групи са 
туморима величине од 7,1-10 cm; 88,2%, 41,2% и 0% у групи са туморима 








Слика 41. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања 95 пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на величину тумора. 
 
Градус се још једном показао статистички значајним (p=0,001) за 
преживљавање пацијената. Петогодишња стопа преживљавања пацијената са 
туморима ниског градуса износила је 64,3% а код пацијената са туморима високог 








Слика 42. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања 95 пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на градус тумора. Градуси тумора су 
подељени у две групе: Ниски (тумори I и II градуса) и Високи (тумори III и IV градуса). 
 
Стадијум тумора је значајно (p<0,001) утицао на укупно преживљавање 
пацијената (Табела 12). Након 60 месеци, преживљавање испитаника са туморима 
првог и другог стадијума износило је 77,2% и 77,9%, а свега 34% код пацијената 
са туморима трећег стадијума. Нико од пацијената са туморима четвртог 
стадијума није био жив на крају петогодишњег периода праћења (Слика 43).  
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Слика 43. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања 95 пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на стадијум тумора. 
 
Хистолошки подтип није показао статистички заначајан утицај (p=0,298) 
на укупно преживљавање пацијената са RCC (Слика 44). Виша стопа 
преживљавања је забележена код испитаника са ccRCC (61,4%) у односу на оне са 
pRCC (36,9%), док је код пацијената са chRCC преживљавање износило 100%, 
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Слика 44. Каплан-Мајер крива укупног преживљавања 95 пацијената оболелих од 
тубуларног карцинома бубрега у односу на хистолошки подтип тумора. Анализиране 
групе су чинили пацијенти са следећим хистолошким подтиповима: светлоћелијски 
(ccRCC), папиларни (pRCC) и хромофобни (chRCC). 
 
4.3.4 Предикциони потенцијал антиоксидативних параметара  
 
Како би се утврдили предиктори преживљавања пацијената оболелих од 
RCC урађена је униваријантна и мултиваријантна регресиона анализа. У ову 
анализу су укључени клиничко-патолошки параметри који су статистичи значајно 
утицали на преживљавање пацијената током петогодишњег периода праћења 
(величина тумора, градус и стадијум), као и АО параметри (GPx, GR и GSH) за 
које су p-вредности биле на граници статистичке значајности. 
Након униваријанте анализе (Табела 13), као независни предиктори су се 
издвојили величина тумора (p<0,001), градус (p=0,001) и стадијум тумора 
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(p<0,001). У истој табели се види да су сва три анализирана АО параметра на 
граници статистичке значајности . 
 
Табела 13. Униваријантна регресиона анализа утицаја клиничко-патолошких и 
антиоксидативних параметара на укупно преживљавање 95 пацијената оболелих 
од тубуларног карцинома бубрега од којих је узорковано ткиво. HR-однос шанси 
(енг. hazard ratio); CI-интервал поверења (енг. confidence interval). Симбол (*) означава 
статистички значајну разлику (p<0,05). 
Варијабла  HR 95% CI p 
Величина тумора  (cm)    <0,001* 
≤4  1,0 -  
4,1-7  0,8 0,3-2,4 0,698 
7,1-10  1,2 0,4-3,8 0,803 
>10  4,1 1,5-11,5 0,007* 
Градус     
Ниски (I-II)  1,0 -  
Високи (III-IV)  3,1 1,6-5,9 0,001* 
Стадијум    <0,001* 
1  1,0 -  
2  0,8 0,2-3,6 0,707 
3  3,6 1,5-8,4 0,003* 
4  11,9 3,4-42,0 <0,001* 
GPx (mU/mg)  
   ≤3,36  1,0   
>3,36  1,9 0,9-3,8 0,068 
GR (mU/mg)     
≤7,53  1,0   
>7,53  1,8 0,9-3,6 0,087 
GSH (nmol/mg)     
≤58,26  1,0   
>58,26  1,9 0,9-3,9 0,068 
    
 
Мултиваријантна анализа је потврдила величину тумора (p=0,023), градус 
(p<0,001) и стадијум (p=0,030) тумора као значајне предикторе преживљавања 
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Табела 14. Мултиваријантна регресиона анализа утицаја клиничко-патолошких 
одлика на укупно преживљавање 95 пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега од којих је узорковано ткиво. HR-однос шанси (енг. hazard ratio); CI-интервал 
поверења (енг. confidence interval). Симбол (*) означава статистички значајну разлику 
(p<0,05). 
Варијабла  HR 95% CI p 
Величина тумора  (cm)    0,023* 
≤4  1,0   
4,1-7  0,4 0,1-1,2 0,090 
7,1-10  0,4 0,09-1,5 0,153 
>10  1,4 0,4-5,2 0,611 
Градус     
Ниски (I-II)  1,0 -  
Високи (III-IV)  4,4 1,9-9,9 <0,001* 
Стадијум    0,101 
1  1,0 -  
2  0,9 0,2-4,9 0,925 
3  3,3 1,1-9,8 0,030* 










Тубуларни карцином бубрега (RCC) је најчешћи облик неоплазије 
бубрега који са своја три хистолошка подтипа обухвата преко 90% свих случајева. 
Инциденца RCC је порасла последњих деценија, између осталог и услед ране 
дијагностике што је последица употребе ултразвучне сонографије, магнетне 
резонанце и компјутеризоване томографије. Уз помоћ ових дијагностичких 
метода више од половине RCC бива случајно откривено прегледом због неког 
другог медицинског проблема [13]. Инциденца карцинома бубрега у Србији је 
релативно ниска у поређењу са већином европских земаља. Међутим, број 
оболелих константно расте код оба пола што је праћено и порастом морталитета. 
И даље се спроводе истраживања у циљу утврђивања прогностичких параметара 
на основу којих би се пацијенти са RCC стратификовали у ризичне групе.  
 
5.1 ПЕТОГОДИШЊЕ ПРЕЖИВЉАВАЊЕ ПАЦИЈЕНАТА У ЗАВИСНОСТИ 
ОД КЛИНИЧКО-ПАТОЛОШКИХ ОДЛИКА ТУМОРА 
 
Петогодишње преживљавање испитаника укључених у ову студију је 
износило око 63% што је у складу са ранијим истраживањима. Тако је у Европи у 
периоду од 2000. до 2007. године укупно преживљавање пацијената износило 
60,6% у поређењу са 72,4% колико је забележено у периоду од 2004. до 2010. 
године од стране SEER (енг. Surveillance Epidemiology and End Results) [4]. 
Старост, величина тумора, градус и стадијум су се издвојили као независни 
предикциони фактори (униваријантна анализа). Након мултиваријантне анализе, 
само су градус и стадијум тумора били статистички значајно повезани са укупним 
преживљавањем. 
Пацијенти који су чинили анализирану кохорту су у највећем броју били 
у седмој деценији живота (43,8%) (Табела 5). Oво је уједно и старосна доб када се 
највише обољева од RCC. Испитаници старији од 60 година су имали значајно 
краће преживљавање у поређењу са онима у шестој деценији живота и млађима. 
Ово је потврђено и униваријантном анализом (Табела 8) која је показала да 
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пацијенти старости од 61-70 година и они преко 70 година имају 5,2, односно 6 
пута, већи ризик од смртног исхода. Претходне студије [140], поред седме 
деценије живота, истичу и шесту као фактор са повећаним ризиком за неповољан 
исход, али то у овој студији није потврђено.  
Полна дистрибуцији је одлика RCC и огледа се у већем обољевању и 
смртности код мушкараца у односу на жене. У овој студији је однос полова био 
1,4:1 у корист мушкараца (Табела 5), што је у складу са налазима Европског 
удружења за урологију [141]. Такође је потврђена веза између хистолошког 
подтипа и пола (p=0,0009), која се огледа у већој преваленци мушког пола код 
ccRCC и pRCC (Табела 6). Средински фактори (изложеност на раду, пушење, 
гојазност) доводе до општег повећања ризика за RCC [142], али не могу објаснити 
разлике у обољевању између полова. Повећањe ризика за обољевања од RCC међу 
женама након хистеректомије [143] указује на потенцијалану улогу хормона у 
етиологији ове болести. Ју и сар. (2013) [144] су потврдили да естроген успорава 
раст ћелија RCC и индукује апоптозу, а да је главни ефектор деловања овог 
хормона ERβ (енг. estrogen receptor β). Повећана експресија ERβ је у вези са 
смањеним ризиком за обољевање од RCC и дужим укупним преживљавњем 
пацијената са RCC [144]. Mутације на X-везаним генима који немају свој хомолог 
на Y-хромозому (хемизиготи) могу бити потенцијaлни узрок већег обољевања од 
RCC код мушкараца. Ван Хафтен и сар. (2009) су забележили мутације на UTX 
гену (лоциран на Xp11.2) у туморском ткиву RCC пацијената [145]. Овај ген 
кодира хистон деметилазу H3K27 (енг. H3 lysine 27 demethylase) која врши 
модификацију хистона и има тумор супресивну функцију. Нижа UTX експресија 
је у вези са лошијом прогнозом и краћим укупним преживљавањем код 
пацијената са ccRCC [146]. Иако литературни подаци показују да мушкарци носе 
већи ризик за обољевање од RCC и имају нижу стопу преживљавања, резултати 
ове докторске дисертације су показали лошији исход код особа женског пола. 
Међутим, није било статистички значајне разлике у преживљавању међу 
половима. 
 Величина тумора је важна детерминанта патолошког стадијума тумора 
која је у корелацији са инвазијом тумора у ренални синус, потенцијалом за 
настанак метастаза и прогнозом [147]. У овој студији је показано да тумори већи 
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од 4 cm имају лошију прогнозу. Ризик од смрти код пацијената са тумором 
величине од 4,1-7 cm и од 7,1-10 cm био је 1,2 и 2,8 пута већи од оних код којих су 
тумори били <4 cm. Испитанци са тумором већим од 10 cm су имали чак 5 пута 
већи ризик од смртног исхода (Табела 8). Међутим, на основу резултата ове 
студије, величина тумора од 7 cm се може сматрати граничном тј. од значаја за 
укупно преживљављње пацијената са RCC. Наиме, пацијенти са туморима већим 
од ове вредности су имали значајно већи ризик за смртни исход (униваријантна 
анализа). Објашњење за повећан ризик од смртног исхода код RCC тумора већих 
од 7 cm делом лежи и у њиховој корелацији са вишим градусима. Томсон и сар 
(2009) су утврдили да у 59% случајева тумори већи од 7 cm су уједно и високог 
градуса, а да пораст у величини тумора за један центиметар увећава шансе за 
развој тумора високог градуса за чак 25% [148]. Исти аутори су показали да 
тумори већи од 7 cm у преко 90% случајева имају малигну форму. Величина 
тумора је фактор који је значајно утицао на преживљавање испитаника у овој 
студији и имао је предикциони потенцијал посматран независно од других 
параметара (униваријантна анализа), али након мултиваријантне анализе његова 
значајност није потврђена. Ово је делом у складу са литературним подацима, јер 
је показано да је прогностички значај величине тумора ограничен на RCC првог 
стадијума (pT1) [149, 150] који обухвата туморе бубрега величине до 7 cm.  
Иако постоје различити системи за одређивање нуклеусног градуса 
тумора, систем по Фурману је најчешће у употреби. Неке студије су указале да 
Фурманов систем има прогностички значај само уколико су подаци груписани као 
тумори ниског (I-II) и тумори високог градуса (III-IV) [147, 151]. У овој студији, 
није утврђен значајан утицај овог параметра на укупно преживљавање пацијената 
уколико градуси нису груписани. Из тог разлога, у свим анализама градуси 
тумора су били груписани у две поменуте групе. Ово је донекле у складу са 
Фурмановим оригиналним извештајем у коме су тумори II и III градуса, 
посматрани независно, имали слично преживљавање као када су груписани, а 
статистички значајно другачије у односу на I и IV градус [147]. Већина тумора 
(64,3%) анализираних у овој студији је била ниског градуса, док је високи градус 
имало 35,7% анализираних узорака (Табела 5). Овакав однос је у складу са 
претходним налазима [152], а највероватније је последица ране дијагностике 
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услед употребе неинвазивних техника попут ултразвука, компјутеризоване 
томографије и магнетне резонанце [153]. Примена ових техника је у значајном 
мери повећала проценат случајно откривених RCC [154]. Уочена корелација 
између нуклеусног градуса и хистолошког подтипа се огледала у већем броју 
тумора ниског градуса код ccRCC (70,4%) и chRCC (71,4%), и већег броја тумора 
високог градуса (61,1%) код pRCC (Табела 6). Сличан однос је добијен у ранијим 
студијама [140, 155]. Већина pRCC у овој студији је припадала типу 2 који је 
углавном високог градуса [156]. Нуклеусни градус је, у овој студији, значајно 
утицао на укупно преживљавање пацијената са RCC. Испитаници са тумором 
високог градуса су имали 2,6 пута већи ризик за негативан исход болести у 
односу на оне са туморима ниског градуса (Табела 8). Мултиваријантном 
анализом је дефинитивно потврђено да је градус фактор који има прогностички 
значај код оболелих од RCC (Табела 9). Прогностички значај градуса уочен у овој 
студији је у складу са ранијим налазима. Већина аутора се слаже да је поред 
стадијума градус најзначајнији независни предикциони фактор за RCC [157-160]. 
Удео пацијената са туморима првог и другог стадијума је био незнатно 
већи (55,1%) у односу на оне са туморима трећег и четвртог стадијума (44,9%). 
Према литератуи, специфично преживљавање болести (енг. disease specific 
survival, DSS)  пацијената са туморима првог стадијума је 80-95%, пацијената са 
туморима другог стадијума 75-95%, а испитаника са туморима трећег стадијума 
око 60% [161, 162]. Током периода интензивне употребе цитокина у терапији RCC 
тзв. „ере цитокина“ (1980-2006) DSS код пацијената са тумором четвртог 
стадијума је износило мање од 10%, а просечно укупно преживљавање је било 16-
20 месеци [162, 163]. Циљана терапија, која полако потискује имунотерапију, је 
повећала просечно укупно преживљавање пацијената са четвртим стадијумом 
RCC за две године [164]. У поређењу са поменутим студијама, налази ове студије 
су слични за пацијенте са туморима првог и другог стадијума, јер је забележено 
преживљавање износило 79% и 81%. Код пацијената са туморима трећег 
стадијума су забележене нешто ниже вредности укупог преживљавања од 42%, а 
код оних са четвртим стадијумом тумора преживљавање је износило 33%. 
Униваријантна анализа је показала да су тумори трећег и четвртог стадијума 
носиоци ризика за смртни исход. Наиме, пацијенти са туморима трећег и четвртог 
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стадијума су имали 6,9 односно 10,7 пута већи ризик за негативна исход болести 
(Табела 8). У прилог налaзима ове студије иде и снажна веза између RCC тумора 
трећег и четвртог стадијума и метастаза. Показано је да су тумори виших 
стадијума склонији метастазама у поређењу са онима првог и другог стадијума 
[37]. Мултиваријантна анализа (Табела 9) је потврдила ове налазе па се стадијум 
тумора може сматрати клиничко-патолошким фактором који има снажан 
предикциони потенцијал код пацијената са RCC. Налази ове студије су у складу 
са литературним подацима [158]. 
Резултати ове студије су показали очигледне разлике у преживљавању 
пацијената са различитим хистолошким подтипом RCC. Пацијенти са pRCC су 
имали најлошију стопу укупног преживљавања (53,5%) док су испитаници са 
chRCC имали најбољи исход (76,2%) (Табела 7). Ипак, хистолошки подтип није 
потврђен као независни предиктор преживљавања код RCC пацијената. Према 
неким ауторима pRCC је у вези са значајно бољим исходом у поређењу са ccRCC 
[37], док други нису утврдили значајну разлику у преживљавању између ова два 
подтипа RCC [165]. Нижа стопа преживљавања пацијената са папиларним 
подтипом RCC, нађена у овој студији, може бити резултат чињенице да је 
апсолутна већина пацијената имала pRCC тип 2. У поређењу са типом 1, тип 2 
pRCC је агресивнија форма и има лошију прогнозу. Тако је показано да 
петогодишње DSS за тип 1 pRCC износи 92% а за тип 2 pRCC свега 44% [39], што 
је у складу са налазима ове студије. Када је у питању хромофобни подтип RCC, 
већина студија је утврдила да пацијенти са овим подтипом RCC имају значајно 
дуже петогодишње преживљавање у поређењу са пацијентима са светлоћелијским 
RCC [155, 166, 167]. У другим студијама процене преживљавања су варирале, али 
није утврђен статистички значај хистолошког подтипа за преживљавање 
пацијената оболелих од RCC [140, 168]. Патард и сар. (2005) [41] су на узорку од 
4603 пацијента нашли да хистолошки подтип RCC има прогностички значај у 
униваријантној регресионој анализи, али након мултиваријантне анализе, 
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5.2 АНТИОКСИДАТИВНИ СТАТУС ПАЦИЈЕНАТА ОБОЛЕЛИХ ОД 
ТУБУЛАРНОГ КАРЦИНОМА БУБРЕГА 
 
Бубрези су органи који имају значајно већи проток крви по јединици масе 
у поређењу са другим органима у телу човека. Највећа количина крви завршава у 
кори бубрега где је место и највеће потрошње кисеоника. Иако чине свега 0,4% 
телесне масе одраслог човека [65] у бубрезима се искористи око 7% укупно 
утрошеног кисеоника у телу [169]. Разлог за то је њихова интензивна метаболичка 
активност, нарочито у зони тубула где се одвија секреција штетних материја у 
лумен и реапсорпција глукозе, воде и натријума. Добра прокрвљеност и 
снабдевање кисеоником чини бубреге подложним оксидативном стресу, нарочито 
у патолошким стањима. Интензивна метаболичка активност епителних ћелија 
тубула, гломеруларних ћелија и макрофага чини их главним генераторима 
реактивних кисеоничних врста (ROS) [170]. На унутарћелијском нивоу ROS 
настају у процесу оксидативне фосфорилације у митохондријама и као продукти 
мембранских протеина NADPH оксидаза (NOX) [33]. У физиолошким условима 
ROS имају сигналну улогу, а њихов физиолошки ниво одржава се путем 
антиоксидативног (АО) система. Овај систем чине мали молекули, попут GSH, 
који каталитички модификују ROS у мање штетне форме, док су SOD, CAT и GPx 
ензимски носиоци АО одбране у бубрезима. Поред њих, АО систему припадају и 
глутатион зависни ензими као што су GR и GST [63]. Оксидативни стрес је 
значајан фактор који доприноси патогенези различитих обољења бубрега. 
Оксидативни стрес, настао као последица промена у функционисању ћелија 
бубрега, je један од кључних фактора развоја и прогресије дијабетесне 
нефропатије [171]. Застој бубрега настао као последица хипертензије је, такође, у 
вези са оксидативним стресом [172]. Студијa на анималном моделу [173] је 
показалa да на унилатералну опструкцију бубрези реагују повећаном продукцијом 
ROS-a и смањеном активношћу SOD у кортексу и у сржи. Сунами и сар. (2004) су 
у сличној студији утврдили значајан пад нивоа CAT и GPx у бубрезима мишева са 
вештачки изазваном опструкцијом бубрега [174]. Хронична бубрежна 
исуфицијенција (енг. chronic kidney disease, CKD) је праћена прооксидативном 
активношћу бубрежних ћелија. Преостало функционално ткиво бубрега код 
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оболелих од CDK постаје хиперфункционално. Ова адаптација има за последицу 
повећање енергетских потреба хиперфункционалних ћелија што последично води 
интензивирању оксидативне фософорилације у митохондријама [170] и 
продукције ROS. Повећан ниво MDA нађен у урину оболелих од CDK [175] је 
продукт липидне пероксидације која указује на оштећење реналних липида. 
Познато је да се процес канцерогенезе одвија у три фазе и да ROS имају 
улогу у свакој од њих [176, 177]. ROS могу изазвати појаву мутација и лезија на 
молекулу ДНК и на тај начин узроковати канцерогенезу. Поред тога, ROS 
директно активирају сигналне путеве у ћелији који су повезани са малигном 
трансформацијом ткива. Поред повећане продукције ROS-а, малигно ткиво се 
карактерише и варирањем параметара АО система што има за последицу 
поремећај оксидо-редукционе равнотеже. Веза између оксидативног стреса и 
малигних обољења је показана код карцинома плућа [178], канцера панкреаса 
[179], канцера желуца [180], леукемије [181], канцера јајника [182] и канцера 
бешике [183]. 
 Због релативно мале заступљености у општој популацији, карцином 
бубрега долази у фокус истраживача који се баве оксидативним стресом тек 
средином деведесетих година прошлог века. Први радови Оберлеја и сар. (1994; 
1996) [184, 185] су базирани на имунохистохемијској анализи АО ензима у 
бубрежном ткиву оболелих од RCC. Каснија истраживања су на различите начине 
ограничена. У студији која је укључивала узорке бубрега 136 RCC пацијената 
Соини и сар. (2006) [186] су имунохистохемијски анализирли ниво CuZnSOD, 
MnSOD и CAT. Међутим, процена нивоа АО протеина у овој студији је заснована 
на граничним вредностима које су арбитрарне, стога, носи известан ниво 
субјективности. Друга студија [187] је урађена на узорцима малог броја 
пацијената и попут студије Ганисамони и сар. (2012) [188] је имала у фокусу 
активност АО ензима. Ова теза је урађена као свеобухватна студија која прати 
функционалну експресију АО ензима и доводи их у везу са патолошким 
параметрима значаjним за процену степена малигнитета RCC и његовог 
потенцијала за ширење и појаву метастаза. Такође, у овој студији је први пут 
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5.2.1 Малигно ткиво бубрега је у стању оксидативног стреса и измењеног 
редокс баланса 
 
Повишене PAB вредности забележене у RCC указују на присуство 
оксидативног стреса у малигном ткиву бубрега. Независно од градуса, у RCC је 
ниво PAB-а 3,5 пута већи у поређењу са здравим ткивом (Слика 13а). RCC трећег 
и четвртог стадијума су имали значајно веће PAB вредности у односу на здраво 
ткиво, али и у поређењу са RCC првог и другог стадијума (Слика 13б). 
Оксидативни стрес има значајну улогу у патогенези различитих малигнитета 
укључујући и RCC. ROS могу да индукују процес канцерогенезе и одрже 
прогресију тумора путем оштећења ДНК, као и да директно активирају ћелијске 
путеве сигналне трансдукције који су у вези са малигном трансформацијом. 
Претходно је показано да се током процеса раста тумора на ћелијском нивоу 
догађају промене у балансу између прооксиданата и антиоксиданата [189, 190]. То 
је у сагласности са налазима ово докторске дисертације јер је прогресија тумора у 
више стадијуме праћена додатним порастом нивоа PAB. Стога се може закључити 
да је оксидативни стрес, присутан у малигном ткиву бубрега, значајан за процес 
канцерогенезе, а посебно за раст и просторно ширење тумора.  
У овој студији је у RCC забележен значајан пад активности АО ензима, 
што доприноси стању оксидативног стреса. Међутим, прооксидативно стање у 
малигном ткиву не мора бити само последица смањеног АО капацитета. У RCC је 
детектована повећана активност NOX ензима који продукују ROS [191]. Новија 
истраживања указују да је NOX4 главни извор O2•- у RCC [192]. Малигно ткиво 
бубрега подлеже метаболичком репрограмирању којим гликолиза, уместо 
оксидативне фосфорилације, постаје главни извор ATP-a (Варбургов ефекат) у 
туморским ћелијама [53]. Ова метаболичка промена умањује значај 
митохондријалног електрон-транспортног ланца у продукцији O2•- у RCC [33], 
што поткрепљује хипотезу о NOX ензимима као главном извору ROS-a у RCC. 
Један од начина на који NOX доприносе расту је подстицање ангиогенезе. Грег и 
сар. (2014) су показали да инхибиција NOX4 зауставља раст тумора код мишева 
са субкутаним ксенографтом RCC [193]. Претпоставка је да се овај ефекат 
остварује спречавањем ROS дириговане транслокације HIF-2α у нуклеус [194]. 
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Последица је инхибицијa трансактивације VЕGF фактора раста који има кључну 
улогу у ангиогенези [195].  
Повећана продукција ROS-a може имати тумор-супресиван ефекат, на 
пример, путем иницијације ћелијске смрти [196]. Још један молекулски пут којим 
оксидативни стрес спречава канцерогeнезу је репликативно старење [197]. 
Репликативно старење се сматра стресним одговором ћелије на повећану 
продукцију ROS-a [198], јер оксидативни стрес доприноси скраћењу теломера. У 
RCC је регистровано скраћење теломера [199, 200] као последица комбинованог 
деловања непрестане ћелијске деобе и оксидативног стреса. Међутим, за разлику 
од здравог ткива бубрега, у RCC je регистрована и повећана активност теломераза 
[201, 202], ензима који допринoсе елонгацији теломера, чиме је проблем 
репликативног старења превазиђен. Новија истраживања су указала да способност 
RCC-a да избегне старење може имати терапеутски значај. Наиме, Пал и сар. 
(2015) су показали да супресија експресије гена за везујуће протеине теломера 
(TRF1 и TRF2) редукује пролиферацију ћелија RCC и подстиче апоптозу [203]. 
У прилог тези да је малигно ткиво бубрега у стању оксидативног стреса је 
и варијација концентрације GSH забeлежена у овом истраживању. Без обзира на 
градус и стадијум, малигно ткиво je показaлo значајан пад у концентрацији GSH у 
поређењу са здравим ткивом (Слика 14). GSSG/2GSH редокс пар због своје 
велике заступљености у ћелијама (mM концетрације) [60] највише доприноси 
одржавању унутарћелијског редокс баланса. Редокс потенцијал GSSG/2GSH 
директно зависи од концентрације укупног GSH [204], тако да резултати ове 
студије показују да је дошло до промена редокс стања у малигном ткиву. Имајући 
у виду биолошку улогу GSH, пад у његовој концентрацији значи смањену 
антиоксидативну способност малигног ткива, али и измењен тиол-статус, што за 
последицу има повећану оксидацију -SH протеинских група и нарушавање 
функције протеина.  
За разлику од ове студије, у карциному јетре (енг. hepatocellular 
carcinoma, HCC) је измерена двоструко већа концентрација GSH у односу на 
здраво ткиво [205]. Слични резултати су добијени код транзициоцелуларног 
карцинома бешике [206] и карцинома дебелог црева [207]. Поменуте студије 
доводе у везу повећану концентрацију GSH са резистенцијом тумора на терапију, 
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јер је повећан ниво овог трипептида праћен и повећаном експресијом гена за GST. 
Иако узнапредовале форме RCC показују отпорност на хемиотерапију [208], на 
основу резултата ове студије се не може тврдити да GSH има значајну улогу у 
томе. Нaиме, узнапредовале форме RCC нису имале већу GSH концентрацију 
(Слика 14) док је активност GST, ензима чија је физиолошка улога елиминација 
ксенобиотика, била значајно нижа у малигном ткиву бубрега у односу на здраво 
(Слика 21 и Слика 27). Повећан ниво GSH, нађен у различитим туморима, је 
праћен и повећаном експресијом гена за ензиме његове биосинтезе. Тако су Хуанг 
и сар. (2001) утврдили да је код HCC скок у концентрацији GSH праћен 
двоструким повећањем нивоа mRNA за γ-глутамилцистеин синтетазу (енг. 
γ−glutamylcysteine synthetase, γ-GCS) и глутатион синтетазу (енг. glutathione 
synthetase, GS) [205]. У овој студији није праћена експресија гена за ензиме 
биосинтезе GSH. Међутим, Пљеша-Ерцеговац и сар. (2008) су утврдили повећану 
γ-GCS активност код RCC, али и више од десет пута нижу активност γ-глутамил 
трансферазе (енг. γ-glutamyl transferase, γ-GT) [187]. γ-GT је одговорна за 
одржавање тзв. γ-глутамилског циклуса који омогућава да GSH буде континуиран 
извор цистеина, аминокиселине која се лако оксидује [115], а представља 
лимитирајући фактор у синтези самог GSH [209]. Нижа активност γ-GT би могла 
да буде један од разлога ниже концентрације GSH измерене у малигном ткиву 
бубрега. Међутим, главни разлог пада концентрације GSH у RCC нађен у овој 
студији је активност GR-а, која је за више од 50% нижа у односу на контролно 
ткиво, независно од градуса и стадијума (Слика 20в и Слика 26). Прогресија 
тумора ка агресивнијим формама (виши градуси и стадијуми) није праћена 
повећањем концентрације GSH, што указује да GSH не доприноси значајно фази 
пропагације канцерогенезе. Ово је у складу са резултатима Хериса и сар. (2015) 
који су истакли да је GSH значајан у фази иницијације канцерогенезе, док је у 
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5.2.2 Липиднa пероксидација као молекуларни механизам неопластичних 
промена у бубрегу 
 
У овој студији је показано да RCC има повећану концентрацију продуката 
липидне пероксидације (MDA) у односу на здраво ткиво (Слика 15). Резултати 
указују да малигно ткиво бубрега продукује веће количине ROS-а у односу на 
здраво ткиво, што потврђује везу између оксидативног стреса и канцерогенезе 
[211]. Осим деловања ROS-а, на пораст концентрације MDA у малигном ткиву је 
утицало и опадање активности GPx. Наиме, резултати показују да малигно ткиво 
има за 75% нижу GPx активност (Слика 19в и Слика 25в) у односу на здраво 
ткиво бубрега. Бубрези су веома подложни штетном деловању ROS-а, јер значајан 
део структуре бубрежних липида чине полинезасићене масне киселине дугог 
ланца (енг. polyunsaturated fatty asicds, PUFA) [172]. Управо су ови молекули 
главна мета деловања оксиданата [212], као што су ROS, што резултира липидном 
пероксидацијом (LPO). Последица деловања ROS-a на PUFA је настанак 
угљеноцентричних радикала (нпр. пероксил радикал ROO•) који су у стању да 
оксидују суседне молекуле липида и омогуће пропагацију LPO [60]. 
Концентрација кисеоника је важан фактор који утиче на настанак ROO•. Малигно 
ткиво је у стању хипоксије [213] па је за очекивати да услед недостатка кисеоника 
дође до смањења продукције ROO• и међусобне реакције постојећих слободних 
радикала. Ови процеси би за последицу могли имати заустављање LPO и опадање 
концентрације MDA, нарочито код узнапредовалих форми RCC. То се, међутим, 
не дешава. Резултати ове студије показују да је код узнапредовалих форми RCC 
дошло до процентуално већег одступања концентрације MDA у поређењу са 
контролом. Повишен ниво MDA може бити подстакнут самом хипоксијом, јер ово 
стање индукује продукцију ROS-a, између осталог, кроз повећану активност 
NOX-a [214]. Један од разлога за веће одступање у концентрацији MDA код 
узнапредовалих облика RCC-а би могла бити ензимски катализована LPO. Тако је 
код ccRCC III градуса измерена повећана експресија ALOX5 гена који кодира 5-
LOX (5-липооксигеназу) у односу на I градус [215]. Исти тренд експресије ALOX5 
гена је забележен код ccRCC виших стадијума у односу на ниже. Висока 
експресија COX2 (циклооксигеназа 2) протеина је у корелацији са вишим 
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градусима и стадијумима ccRCC [216]. 5-LOX доприноси повећаној синтези 
липидних хидропeроксида кроз каталитичку пероксидацију арахидонске 
киселине, док су ензими из COX фамилије одговорни за пероксидацију 
линолеинске киселине [62]. Из свега наведеног се може претпoставити да LOX и 
COX у условима оксидативног стреса катализују пероксидацију липида чији 
продукти бивају оксидовни од стране ROS-a и на тај начин посредно одржавају 
висок ниво MDA у RCC. У прилог хипотези о постојању доприноса ензимски 
катализоване LPO прогресији RCC иду резултати студије која је на узорку од 196 
пацијената оболелих од RCC показала мање укупно преживљавање код 
испитаника са повећаном експресијом COX1 протеина [217].  
Уочене промене концентрације MDA у овој студији су у сагласности са 
ранијим налазима [188] у којима је код виших градуса RCC регистрован пораст 
липидне пероксидације. Сличан тренд промене нивоа MDA је уочен у малигном 
ткиву јајника. Санчез и сар. (2006) су у узорцима карцинома јајника утврдили да 
се са стадијумом пропорционално повећава и концентрација MDA [218]. Ниво 
MDA и NO у малигном ткиву је позитивно корелисан са градусом код оболелих 
од карцинома дојке [219].  
LPO се сматра потенцијалним механизмом којим деловање ксенобиотика 
води малигној трансформацији бубрежног ткива. In vivo студије на пацовима и 
мишевима су показале да примена гвожђе-нитроацетата (C6H6FeNO6), снажног 
бубрежног канцерогена, изазива LPO што за последицу има некрозу у 
проксималним тубулима, и високу инциденцу (60-92%) RCC [220]. Резултати 
изложени у овој докторској дисертацији иду у прилог поменутој хипотези, јер је 
код RCC повећање концентрације MDA истовремено праћено смањеном 
активношћу GSТ. Ово указује на смањену способност малигног ткива да 
елиминише штетне агенсе. Липидна пероксидација у малигном ткиву бубрега има 
за последицу смањење нивоа GSH, јер овај трипепид може спонтано да реагује са 
продуктима LPO као што је HNE (4-хидрокси-2-ноненал) [221]. На тај начин LPO 
директно утиче на антиоксидативни потенцијал малигног ткива бубрега. GSH 
представља кофактор значајан за активност GST, стога LPO на посредан начин 
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5.2.3 Малигнo ткиво бубрега се одликује измењним антиоксидативним 
статусом 
 
У неопластичном ткиву бубрега је регистрована промена експресије и 
активности свих анализираних АО ензима. Активост АО ензима је смањена без 
изузетка, док се на транскрипционом и транслационом нивоу уочавају одређене 
специфичности. Последњих година у биомедицинским истраживањима је све 
више података добијених анализом генома, транскриптома или метаболома (енг. 
omics data). Циљ оваквог свеобухватног приступа је профилисање болести како би 
се уочиле промене од значаја за настанак и развој обољења на основу којих би се 
трасирала будућа истраживања. Такав приступ је довео до великих пројеката 
попут TCGA (енг. The Cancer Genome Atlas) са циљем анализе читавог генома код 
оболелих од малигних болести, између осталог и од RCC [222, 223]. Анализом 
узорака 446 пацијената оболелих од ccRCC [224] идентификоване су мутације 19 
гена (VHL, PBRM1 и др.) које се могу сматрати општом одликом ове болести. За 
ову студију је значајно да сличне промене нису регистроване на генима за АО 
ензиме што указује да су промене експресије АО ензима регулисане на други 
начин (посттранскрипционим или посттранслационим модификацијама). 
Резултати изложени у овој докторској дисертацији показују смањену 
активност CuZnSOD у малигном ткиву бубрега испитаника са RCC (Слика 16 и 
Слика 22). Пад активности CuZnSOD је последица смањене експресије SOD1 
гена, што се огледа у нижим вредностима mRNA и протеина у RCC. Прегледом 
литературе је установљено да су подаци о експресији и активности CuZnSOD у 
малигном ткиву бубрега међусобно опречни. Шверко и сар. (2011) су на узорку од 
28 пацијената са ccRCC регистровали пад у експресији CuZnSOD који није утицао 
на активност [225]. Дурак и сар. (1997) су нашли смањену активност CuZnSOD у 
туморском у односу на здраво ткиво бубрега [226]. Насупрот томе, Виеира де 
Рибеиро и сар. (2013) су уочили прекомерну експресију SOD1 гена у екстрактима 
ccRCC, што је објашњено чињеницом да је продукција ROS-а већа у малигним 
ћелијама [227]. Међутим, аутори ове студије нису мерили ензимску активност 
што оставља недоумицу да ли је експримирани CuZnSOD протеин функционалан. 
Слично је и када се упореде подаци истраживања нивоа CuZnSOD у другим 
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малигнитетима. Нижа активност CuZnSOD je измерена у карциному желуца [228] 
и простате [229], док је пораст активност забележен у карциному дебелог црева 
[230], јетре [231] и плућа [232]. Један од могућих разлога за овако опречне 
резултате добијене анализом истог параметра лежи у интратуморској 
хетерогености [49]. Узорковање дела тумора не даје могућност сагледавања 
читавог спектра промена које се дешавају на генском и екстрагеномском нивоу у 
малигном ткиву.  
Пораст PAB вредности у RCC измерен у овој студији (Слика 13) 
потврђује да се туморско ткиво бубрега налази у стању оксидативног стреса што 
је, свакако, последица продукције ROS-a. Резултати, такође, показују одсуство 
одговора на оксидативни стрес који би се огледао у повећаној активности 
CuZnSOD. Насупрот томе, забележен је пад експресије SOD1 гена и последично 
ензимске активности. Ниједан од анализираних клиничко-патолошких фактора 
није утицао на ниво CuZnSOD, што наводи на закључак да прогресија RCC није у 
директној вези са експресијом овог ензима. Опадање нивоа CuZnSOD забележено 
у овој студији доприноси општој слици измењеног антиоксидативно-
прооксидативног баланса у малигно трансформисаним бубрезима. Непосредна 
веза између експресије гена за CuZnSOD и канцерогенезе бубрега није показана. 
SOD1-/- мишеви током живота развију карцином јетре, али не и бубрега [73]. 
Сиомек и сар. (2010) су у бубрезима SOD1-/- мишева детектовали повишен ниво 8-
oxodG (8-оксо-7-хидро-2’-деоксигуанозин) што указује на оксидативна оштећења 
ДНК [233]. Одсуство малигних промена у бубрезима ових мишева аутори 
објашњавају повећаном активношћу NF-kB протеина. 
Основна физиолошка улога CuZnSOD је елиминација O2•-. Познато је да  
O2•- доприноси канцерогенези изазивањем генетичке нестабилности [60]. Иако је 
експресија CuZnSOD нижа у RCC, анализа активности јасно показује да се ради о 
функционалном протеину који и у малигном ткиву обавља своју улогу. То наводи 
на закључак да CuZnSOD путем смањене експресије и активности учествује у 
одржавању повишеног нивоа O2•- неопходног за одржавање пролиферативног 
фенотипа ћелија у RCC. Допринос CuZnSOD канцерогенези бубрега се може 
посматрати кроз садејство са NADPH оксидазама за које је показано да активно 
продукују O2•- у RCC. Нижи ниво CuZnSOD, уз повећану експресију NOX1, 
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доприноси одржавању високе концентрације O2•-, кључног сигналног молекула 
који доприноси повећаној експресији HIF-2α [234]. HIF-2α је значајан за 
канцерогенезу бубрега, јер подстиче експресију TGF-α (трансформациони фактор 
раста алфа) који је митоген за епителне ћелије проксималних тубула [191]. У 
физиолошким условима епителне ћелије бубрега синтетишу pVHL који 
интерагује са HIF-2α, доводи до његове полиубиквитинације и касније разградње 
у протеазомима. Будући да је код 80% ccRCC VHL мутиран [235], може се 
закључити да нижи ниво CuZnSOD у pVHL дефицијентним ћелијама доприноси 
канцерогeнези бубрега путем стабилизације HIF-2α.  
Резултати показују да је малигна трансформација ткива бубрега у вези са 
порастом активности MnSOD (Слика 17 и Слика 23). Оваква промена је 
последица повећане експресије SOD2 гена и усходне регулације MnSOD 
протеина. Између диференцираних и недиференцираних група RCC није 
регистрована разлика ни на једном нивоу експресије. За разлику од ове студије, 
Соини и сар. (2006) су уочили повећану експресију MnSOD протеина у ccRCC 
нижих стадијума у односу на више, указујући на потенцијални значај овог ензима 
у раним фазама канцерогенезе [186]. Исти аутори су утврдили да је чак 83,7% 
ccRCC било позитивно на MnSOD, што га чини најчешће експримираним АО 
ензимом. Резултати ове докторске дисертације су у сагласности са још неким 
ранијим студијама [225, 236], што наводи на закључак да је усходна регулација 
MnSOD одлика RCC.  
MnSOD је локализована у матриксу митохондрија па њена повећана 
активност указује да у RCC постоји унутарћелијска специфичност у погледу 
толеранције на пораст супероксид анјон радикала. Док се у цитосолу одржава 
висок ниво O2•-, између осталог и путем смањене активности CuZnSOD, у 
митохондријама је неопходна његова потпуна елиминација, тј. превођење у H2O2. 
Метаболичко репрограмирање у малигним ћелијама фаворизује гликолизу на 
рачун оксидативне фосфорилације [237] и на тај начин умањује значај 
митохондрија као извора ATP-a. Експресија гена за гликолитичке ензиме је у вези 
са агресивнијим формама RCC као што су ccRCC и тип 2 pRCC [238]. Смањена 
улога митохондрија у енергетском метаболизму RCC намеће питање биолошког 
смисла повећане активности митохондријалне SOD. Одговор делом лежи у 
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повећаној продукцији ROS-a, на првом месту O2•-, што је последица смањене 
оксидативне фосфорилације, као и неопластичне трансформације ћелија [239]. 
Повећање концентрације супероксид анјон радикала у матриксу  митохондрија би 
довело до додатних промена на мтДНК, и структури унутрашње мембране, што 
би резултирало апоптозом. MnSOD катализује превођење O2•- у  H2O2 који се даље 
транспортује у цитосол и на тај начин омогућава малигним ћелијама да избегну 
апоптозу. Додавање антиоксидативних агенаса, као што су MnSOD и CoQ, 
инхибира продукцију проапоптотског Bax протеина [239] па се може закључити 
да MnSOD у малигним ћелијама бубрега има антиапоптотску улогу. 
Веза између канцерогенезе и MnSOD је сложена и улога овог ензима у 
процесу неопластичне трансфорамације зависи од врсте тумора. Нема сумње да је 
улога овог ензима у нормалним ћелијама протективна и тумор-супресивна. 
Наиме, SOD2-/- фенотип мишева је леталан, док хетерозиготи (SOD2+/-) у више од 
80% случајева имају неопластичне лезије [240]. Лиу и сар. (1997) су показали да 
повећана експресија MnSOD успорава раст малигних ћелија карцинома усне 
дупље [241]. Претходно су Ли и сар. (1995) на моделу канцерских ћелија дојке 
(MCF-7) показали да прекомерна експресија MnSOD потпуно зауставља ћелијски 
циклус [242]. Међутим, повећана експресија MnSOD је нађена у чак 93% 
метастатских тумора желуца [243]. Анализа узорака ткива 163 пацијента са 
колоректалним карциномом [244] је показала виши ниво MnSOD протеина у 
канцеру у односу на нормалну мукозу. Такође, аутори су указали на везу између 
повишеног нивоа MnSOD протеина и смањеног укупног преживљавања 
пацијената са колоректалним карциномом. Повећана експресија MnSOD нађена је 
још у карциному коже, панкреаса, простате, туморима на мозгу и централном 
нервном систему [245]. Све претходно наведено указује да MnSOD има различиту 
улогу у процесу канцерогенезе у зависности од врсте и стадијума канцера. 
Међутим, Мајо и сар. (2018) су у свом ревијалном раду сугерисали да је тумор-
супресивна улога овог ензима показанa in vitro, док резултати добијени из 
пацијената указују на активну улогу MnSOD у прогресији и инвазији тумора [82]. 
Резултати ове докторске дисертације подржавају тезу о активном доприносу 
MnSOD канцерогенези. Имајући у виду физиолошку улогу овог ензима, са 
сигурношћу се може тврдити да H2O2 има улогу кључног сигналног молекула 
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путем кога MnSOD доприноси развоју тумора. Водоник пероксид оксидује 
цистеинске остатке PTP-а (протеин тирозин фосфатаза) чиме омогућава редокс 
регулисану експресију рецептора фактора раста (VEGF-R, EGF-R, PDGF-R) [191] 
и тако утиче на ангиогенезу и раст тумора. Такође, H2O2 индукује активност 
металопротеиназа (ММР) и тиме доприноси промени фенотипа малигних ћелија 
кроз епително-мезенхималну транзицију што резултира њиховом већомј 
покретљивошћу [82]. На тај начин MnSOD путем H2O2 сигнализације утиче на 
инвазивну способност тумора. Међутим, ниво H2O2 у ћелији не зависи само од 
MnSOD, већ и од ензима који га разграђују па се улога MnSOD у канцерогенези 
мора посматрати кроз садејство са CAT и GPx. 
У хуманим ћелијама постоји више ензима спосoбних да реагују са H2O2, 
као што су CAT, GPx ензимска фамилија, Prx. Ова чињеница говори да је 
контрола нивоа H2O2 од значаја за нормалну физиологију ћелије. Физиолошки 
значај водоник пероксида не произилази из његове високе реактивости (OH• и O2•- 
су знатно реактивнији), већ из стабилности и способности да прође кроз ћелијске 
мембране. Управо ове особине омогућавају водоник пероксиду да врши улогу 
сигналног молекула. На основу разултата ове докторске дисертације може се 
закључити да је у малигним ћелијама бубрега сигнализација путем водоник 
пероксида очувана. Наиме, поред повећане активности MnSOD у RCC је 
детектована значајно нижа активност CAT и GPx (Слика 18, Слика 19, Слика 24 
и Слика 25). Наравно, не треба изгубити из вида да је у RCC детектовна 
активност CuZnSOD, која, иако снижена, указује на постојање функционалног 
ензима спoсобног да продукује H2O2. 
Пад активности CAT у малигном ткиву бубрега је последица смањене 
експресије CAT гена. Наиме, у поређењу са нормалним ткивом бубрега, у RCC је 
регистрована нижа релативна количина CAT mRNA и протеина (Слика 18 и 
Слика 24). Нисходна регулација CAT није само одлика карцинома бубрега. 
Сличан тренд промене експресије овог ензима уочен је у карциному плућа [246], 
бешике [247], дебелог црева [230] и утеруса [248]. Међутим, виши ниво CAT је 
регистрован у малигном ткиву дојке [249], желуца [250] и коже [251]. Резултати 
ове докторске дисертације, као и наведених студија, указују да је експресија 
каталазе ткивно тј. тумор специфична.  
112 
 
Докторска дисертација                                                                                 Дискусија 
 
Стање оксидативног стреса уочено у RCC у овој студији је свакако делом 
последица ниже активности CAT. Међутим, управо би оксидативни стрес могао 
бити разлог смањене експресије CAT гена. Мин и сар. (2010) су показали да 
продужено излагање ћелијских линија хуманог карцинома јетре (Hep3B и Huh7) 
деловању ROS-a узрокује пад експресије CAT гена услед метилације CpG 
острваца на промотору [252]. Значајно је поменути да је метилација промотора на 
CAT гену регистрована код готово 30% третираних ћелија, док је иста промена 
уочена код чак 73,3% узорака тумора јетре. Оксидативни стрес је стање које 
доприноси прогресији тумора [253] па би метилација промотора CAT гена могла 
да објасни додатни пад нивоа mRNA регистрован код високоградусних RCC у 
односу на нискоградусне (Слика 18а). Ово је у складу са најновијим 
истраживањима у којима је показано да виши градуси RCC имају већи број 
хиперметиловaних CpG места у поређењу са нижим [254, 255].  
Продужено излагање оксидативном стресу је стање слично хроничним 
запаљенским процесима која се одликују продукцијом ROS-a и могу претходити 
неопластичним лезијама ткива услед промена на ДНК [256]. Нижа активност CAT 
чини бубреге осетљивијим на инфламаторне процесе [257]. Ово указује да CAT 
потенцијално може имати тумор-супресивну улогу у раној фази канцерогенезе. 
Будући да малигне ћелије продукују значајане количине H2O2 [258], усходна 
регулација CAT би могла негативно да утиче и на прогресију тумора. Mалигни 
фенотип канцерских ћелија се може обрнути смањењем нивоа H2O2 [259] што 
указује на тумор-супресивн ефекат CAТ. Наравно, за пуни ефекат деловања CAТ 
од значаја би било и супримирање активности MnSOD, бар када је карцином 
бубрега у питању.  
Из свега досад изложеног се може закључити да је инхибиција 
активности каталазе предуслов за иницијацију и један од фактора који омогућава 
прогресију тумора. Разлог је то што је ово веома потентан ензим који је готово 
немогуће заситити супстратом [60] због велике брзине којом врши дисмутацију 
водоник пероксида.   
Измерена CAТ активност у RCC je износила свега 20% своје активности у 
контролном ткиву (Слика 18в и Слика 24в). Овај пад активности је сразмеран 
тренду опадања mRNA, али не и протеина. Малигно ткиво бубрега jе имало 
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значајно нижи ниво протеина (Слика 18б и Слика 24б), али разлика у односу на 
контролу није тако изразита. Могуће је да је значајан проценат детектованог CAT 
протеина нефункционалан, али још увек није разграђен. Смањена функција CAT 
протеина може бити и последица генског полиморфизма [260] или оштећења 
услед повећане продукције ROS-a [261]. Разградњи CAT у протеазомима [262] 
претходи фосфорилација тирозинских остатака (Tyr231, Tyr386) која је катализованa 
од стране тирозин киназног хетеродимера (c-Abl и Arg). Занимљиво, 
фосфорилација CAT повећава њену функцију чак четири до пет пута [263] док 
истовремено убрзава њену разградњу. Међутим, интеракција између 
хетеродимера и каталазе је редокс регулисана и промовисана је при нижим 
концентрацијама H2O2 [263]. Претпоставка је да у условима високе концентрације 
H2O2 у RCC долази до дефосфорилације CAT, што, парадоксално, смањује њену 
активност, али повећава стабилност самог протеина [264] и успорава његову 
разградњу. Један од разлога слабе активности каталазе би могао бити недостатак 
пероксизома у малигним ћелијама [265]. 
Цитосолна глутатион пероксидаза (GPx1) је предмет истраживања већ 
дуги низ година. На основу досадашњих сазнања, постоји уверење да својом 
антиоксидативном и антиинфламаторном активношћу GPx1 може допринети 
спречавању канцерогнезе барем у почетној фази [98]. Међутим, њена улога у 
каснијим фазама канцерогенезе није у потпуности разјашњена.  
У овој студији је уочено да малигна трансформација утиче на 
транскрипцију GPX1 гена, као и на активност самог ензима. Међутим, на 
транслационом нивоу није било разлике између RCC и здравих контрола (Слика 
19 и Слика 25). Повећање нивоа GPX1 mRNA у туморима може бити резултат 
адаптације ћелије на смањену експресију CAT гена (Слика 18 и Слика 24) у 
условима високе концентрације H2O2. Постојање везе између експресије гена за 
ова два ензима показано је in vitro у MCF-7 ћелијама канцера дојке где је висока 
експресија CAT гена узроковала инхибицију експресије GPX1 и PRDX2 
(пероксиредоксин-2) гена [266]. Резултати ове докторске дисертације и наведене 
студије потврђују „хијерархијски" однос између ензима чији је супстрат H2O2. 
CAT је ефикаснија при високим концентрацијама H2O2 [90], какве су регистроване 
у малигном ткиву, док су GPx1 и Prx2 одговорне за одржавање физиолошке 
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концентрације H2O2 и његове сигналне функције [267]. Међутим, у условима када 
је CAT активност редукована, ћелије покушавају да одговоре на стресни изазов 
повећаном експресијом GPX1 гена. Очигледно је овај механизам стресног 
одговора очуван на транскрипционом нивоу и у малигним ћелијама бубрега. Са 
друге стране, пад нивоа GPX1 mRNA уочен код високоградусних RCC у односу 
на нискоградусне (Слика 19а) би могао да значи нарушавање и овог механизма 
одбране код агресивних недиференцираних тумора. Значајна разлика у нивоу 
mRNA између RCC стадијума 3-4 и стадијума 1-2 је пре свега последица одсуства 
промене у експресији GPX1 гена код нижих стадијума болести. Ова недоследност 
је највероватније последица интратуморске хетерогености која је једна од одлика 
ове болести [49].  
 Повећана експресија GPX1 би могла бити последица одсуства 
инхибиторних механизама као што су мутације или епигенетске модификације. 
Руденко и сар. (2013) нису детектовали губитак хетерозиготности за GPX1, као ни 
присуство CpG острваца на промотору [268], док су Пронина и сар (2017) 
регистровали хиперметилацију GPX1 у свега 14% ccRCC [269]. Експресија GPX1 
може бити редукована услед интеракције са малим некодирајућим РНК (miRNA), 
попут MIR-129-2 [270]. Међутим, код ccRCC је показана инхибиција гена за MIR-
129-2 и MIR-9-1 управо као последица хиперметилације [271, 272].  
У малигним ткиву бубрега није регистрована промена у нивоу GPx1 
протеина у односу на здраво ткиво (Слика 19 и Слика 25). Ово може бити 
последица повећане транслације уз истовремену деградацију оштећеног протеина. 
Наиме, GPx1 је осетљива на оксидативна оштећења [273] настала у условима 
високе концентрације оксиданата, као што су слободни радикали. Oксидативна 
оштећења убрзавају протеолитичку разградњу овог ензима [274].  
И поред повећане експресије гена и релативно стабилног нивоа протеина, 
активност GPx1 у RCC износи свега 25% активности измерене у нормалном ткиву 
(Слика 19 и Слика 25). За разлику од CAT која директно реагује са H2O2, GPx1 
захтева присуство GSH као кофактора који је неопходан за редукцију Cys-SeOH 
остатака на активном месту овог ензима [263]. У RCC је измерена значајно нижа 
концентрација GSH (Слика 14) што умањује редукциони потенцијал малигног 
ткива услед нарушеног редокс баланса. У условима високе концентрације H2O2 и 
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недовољно GSH може доћи до иреверзибилне инактивације GPx1 [274]. Као један 
од фактора који је потенцијално утицао на опадање активности свакако је 
оксидативно оштећење GPx1 протеина.  
Из свега наведеног се може закључити да, упркос усходној регулацији 
GPx1 гена, овај ензим не може да одговори на повећан ниво H2O2 у малигном 
ткиву и тиме надомести недостатак каталазне активности. Очигледно 
концентрација H2O2 превазилази каталитичке могућности GPx1, посебно у 
условима измењеног редокс статуса. 
Редокс статус ћелија у највећој мери зависи од тиоредоксин и глутатион 
система чији је важан део GR [275]. Функција GR-а је ограничена на рециклирање 
GSH, али је ефекат њене активности много шири захваљујући учешћу GSH у 
бројним физиолошким процесима. Управо се из тог разлога овај ензим проучава у 
различитим патолошким стањима. Тако, на пример, GR дефицитарни (GSR null) 
мишеви имају смањену способност да се изборе са инфекцијама узрокованим 
бактеријама услед нарушене бактерицидне способности фагоцита [276]. Када су у 
питању малигне болести, Ли и сар. (2018) су показали, in vivo, да инхибиција GR-а 
супримира субкутани раст меланома, као и појаву плућних метастаза [277]. 
Потенцијални механизам за ово је повећана продукција ROS-a услед смањења 
нивоа расположивог GSH. Повећана активност GR-а је регистрована у малигним, 
али и у премалигним променама утеруса [248]. Ове две студије указују да GR 
доприноси прогесији карцинома. То је разлог зашто је овај ензим означен као 
потенцијална мета будућих терапеутика [278].  
Када је у питању карцином бубрега, резултати ове докторске дисертације 
показују значајно смањену активност GR-а у малигном ткиву пацијената са RCC 
(Слика 20 и Слика 26). Ово објашњава пад концентрације GSH регистрован у 
RCC, јер је услед смањене активности GR-a измењен однос између редуковане и 
оксидоване форме GSH у корист GSSG. Међутим, упркос великом значају овог 
ензима за одржавање концентрације GSH, ово није једини разлог опадања нивоа 
GSH у RCC. Већ је било речи о значају ензима биосинтезе GSH, али треба истаћи 
да је трошење GSH у RCC делом резултат метаболичких промена. Наиме, 
показано је да акумулирани фумарат, настао као последица утишавања гена за 
фумарат хидратазу (FH) [279], директно реагује са GSH дајући глутатион 
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сукцинат (GSF) [280]. Занимљиво, GSF је супстрат за GR, што води опадању 
нивоа NADPH [281], чиме се додатно нарушава редокс статус у RCC. На овај 
начин, глутатион, посредно, смањује способност GR да обавља своју примарну 
улогу. Резултати ове студије показују да је активност GR-а у RCC регулисана на 
нивоу експресије. Наиме, у малигном ткиву је забележен значајан пад релативног 
нивоа GR mRNA и протеина у односу на здраво ткиво бубрега (Слика 20 и 
Слика 26). Поређењем тумора различитих стадијума није уочено варирање 
активности, али ни експресије GR. Ово указује да GR не доприноси просторном 
ширењу RCC. На другој страни, варирање у експресији GR је у вези са 
прогресијом тумора у агресивније форме. Повећана продукција ROS-a доприноси 
агресивнијем фенотипу [282] па резултати указују да експресија гена за GR може 
бити редокс регулисана. Међутим, и код мање агресивних форми је забележен пад 
у активности GR-а што указује на пост-транслационе промене попут 
карбонилације, за коју је показано да инхибира активност овог ензима [283]. Један 
од разлога за пад активности GR код нижих градуса RCC, упркос одсуству 
промена на транскрипционом и транслационом нивоу, може бити оксидације тиол 
група у активном центру [284] услед деловања ROS-a. Повећана активност GR 
доприноси агресивном фенотипу канцера простате [282] и просторном ширењу 
колоректалног карцинома [230]. Насупрот овим студијама, пад активности GR 
има потенцијално тумор-супресиван ефекат на канцерогенезу бубрега, јер 
смањује расположивост GSH и тиме нарушава АО капацитет малигног ткива. 
Посредно, GR утиче и на пад активности GPx, чиме доприноси повећању нивоа 
водоник пероксида. Имајући у виду да је GR део глутатион система који је 
кључан у дистрибуцији електрона за рибонуклеотид редуктазу [285], пад 
активности GR би могао да наруши процес репликације ДНК у малигним 
ћелијама и тиме супримира раст тумора.  
Због своје физиолошке улоге, епителне ћелије проксималних тубула су 
изложене деловању ксенобиотика од којих неки могу бити канцерогени. Стога је у 
овој студији анализирана експресија GSTА1 ензима који је део GST-α ензимске 
суперфамилије [286]. Његова примарна улога је елиминација ксенобиотика у 
садејству са GSH. Са аспекта етиологије RCC, битно је истаћи да су проксимални 
тубули примарно место експресије GSTА1 [287].  
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Резултати показују да RCC одликује смањенa експресијa GSTА1 гена која 
се огледа у мањој релативној количини mRNA у односу на контролно ткиво 
(Слика 21а и Слика 27а). Ово има за последицу опадање расположивости 
GSTА1 протеина (Слика 21б и Слика 27б) и редуковану GST активност у 
малигном ткиву у односу на контролно (Слика 21в и Слика 27в). Укупна GST 
активност у RCC је износила свега 9% од измерене активности у здравом ткиву 
што јасно показује да малигно ткиво бубрега има смањену способност 
детоксикације. Овако драстичан пад активност GST, готово на граници детекције, 
је, вероватно, последица утицаја више фактора. Примарни фактор је смањена 
количина GSTА1 протеина, као и мања концентрација GSH забележена у 
малигном ткиву. Додатни разлог за пад GST активности у RCC би могла бити 
некаталитичка (неензимска) функција GSTА1 протеина која укључује интеракције 
са малим протеинским молекулима у циљу регулације ћелијске сигнализације 
[288]. Ово је део пост-транслационе модификације [289] GSTА1 протеина који на 
тај начин постаје недоступан за каталитичке реакције. Борд и Менон (2013) су 
указали да мутација GSTА1 гена која резултира заменом ароматичних 
аминокиселина (Tyr-Phe) у GSH везујућем делу активног центра узрокује пад 
активности до 90% [290]. Међутим, аутори наведене ревије истичу да мутација 
није једина одговорна за редукцију ензимске активности, што указује на њену 
мултифакторску регулацију.  
У овој докторској дисертацији није забележена разлика ни на једном 
нивоу експресије GSTA1 између RCC виших и нижих стадијума. Уочено 
варирање количине mRNA између виших и нижих градуса може бити последица 
генског полиморфизма [291], као и интратуморске хетерогености. Пораст нивоа 
GSTA1 mRNA код високоградусних RCC није утицао на количину протеина што 
може бити последица нарушене стабилности mRNA у недиференцираним 
туморима [292].  
Експресија GST је регулисана од стране више фактора што резултира 
тиме да сваки орган има јединствен GST профил [293]. Иако је у неколико студија 
регистрован пораст експресије GSTA1 у RCC [287, 294], већина резултата упућује 
на то да је нисходна регулација овог ензима одлика малигних промена бубрега 
[187, 295-297], што потврђују и налази ове докторске дисертације.  
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Активност GST забележена у нижим градусима и стадијумима RCC се 
није значајно мењала са прогресијом тумора (Слика 21в и Слика 27в) па 
резултати указују да је пад активности овог ензима вероватно део раних догађаја у 
канцерогенези бубрега. У прилог овој тврдњи иду налази студије Симић и сар. 
(2003) у којој је, код пацијената са RCC, измерена нижа активност GST-α у ткиву 
бубрега око тумора у поређењу са здравим ткивом бубрега [298]. Ови налази 
указују да се нарушавање активности овог ензима дешава пре појаве 
неопластичних лезија које би могле бити последица оксидативног стреса и 
повећане осетљивости епителних ћелија тубула на деловање канцерогена [299]. 
Имајући у виду локализацију GSTA1 и физиолошку улогу епителних ћелија, 
синергистичко деловање фактора средине, начина живота (пушење, изложеност 
на раду) и генског полиморфизма који резултира експресијом протеина мање 
активности би могао бити један од механизама иницијације канцерогенезе 
бубрега. Ћорић и сар. (2016) су показали да je комбинација генотипова GSTM1-
null/GSTP1-variant/GSTA1 low-activity, регистрована код чак 94% пушача  
оболелих од ccRCC, у вези са повећаним ризиком од обољевања [300].  
Резистенција RCC нa хемиотерапију се доводи у везу сa активношћу 
глутатион трансфераза [301]. Иако јe специфично експримирана у цитосолу 
ћелија проксималних тубула где је епицентар настанка RCC [302], мало је 
вероватно да GSTA1 доприноси отпорности на терапију цитостатицима. Нисходна 
регулација GSTA1 гена, слаба ензимска активност уз смањену концентрацију GSH 
забележени у овој докторској дисертацији, указују на малу каталитичку 
способност овог ензима у малигном ткиву бубрега. Међутим, у хуманим 
бубрезима су поред GST-α експримирани и ензими из GSTM и GSTP субфамилија 
[113]. Више студија је показало непромењену или чак повећану експресију GSTP1 
у RCC [187, 303], али и у другим канцерима са високим процентом отпорности на 
деловање цитостатика [304-306]. И поред озбиљних индикација које доводе у везу 
неуспех терапије и експресију ензима из GST ензимске суперфамилије, отпорност 
тумора на деловање лекова треба посматрати као процес који не зависи само од 
једног фактора. Савремена истраживања указују да се ради о мултифакторском 
процесу који поред ензима способних да редукују дејство лекова (GSTP1, 
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) [307], укључује протеинске 
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транспоретере [308], али и непосредно окружење самог тумора [309]. Наравно, не 
сме се изгубити из вида интратуморска хетерогеност, као и постојање 
индивидуалних разлика у погледу ензимских изоформи које значајно утичу на 
њихову каталитичку способност. 
Занимљив налаз ове докторске дисертације је нисходна регулација GSTA1 
гена у условима стабилне експресије његовог регулатора Nrf2 (Слика 28 и Слика 
29). Иако се расположива количина Nrf2 у RCC не разликује од оне забележене у 
контролном ткиву, то није утицало на опадајући тренд експресије GSTA1. 
Немогућност Nrf2 да регулише експресију GSTA1 гена у RCC може бити 
последица променe на промотору [310] где се налази везујуће место за овај 
транскрипциони фактор, али и модификацијe самог Nrf2 протеина.  
Веза између канцерогенезе и Nrf2 протеина је сложена и још увек 
недовољно јасна. Активност овог протеина је кључна у превенцији хемијски 
изазваног малигнитета [311], што се постиже контролом експресије гена за ензиме 
фазе II метаболизма ксенобиотика о чему је било речи у уводу. Регулацијом 
генске експресије ензима биосинтезе глутатиона [312], Nrf2 доприноси 
одржавању оптималног редокс статуса и тако спречава појаву оксидативног 
стреса чија је веза са канцерогенезом показана у бројним студијама [190]. 
Поређењем RCC различитих стадијума није уочена разлика ни на једном нивоу 
експресије Nrf2. На другој страни, регистрован је пад у експресији NRF2 у RCC 
виших градуса у односу на контролно ткиво што није имало ефекта на количину 
протеина која је остала непромењена и код виших и код нижих градуса. Из 
резултата се може закључити да у анализираном узорку RCC-а, Nrf2 показује 
стабилну експресију која се не мења са прогресијом тумора што је у сагласности 
са литературним подацима. Наиме, код више различитх врста карцинома показана 
је стабилна или чак повишена експресија овог транскрипционог фактора [313-
315]. Keap1, протеински регулатор Nrf2, је такође имао стабилну експресију у 
малигном ткиву бубрега у поређењу са контролним ткивом (Слика 30 и Слика 
31). Непромењена експресија Nrf2 у RCC је, највероватније, последица баланса 
између његове de novo синтезе и Keap1 регулисане разградње [123], што наводи 
на закључак да је у анализираном узорку RCC Keap1-Nrf2 сигнализација делом 
очувана. Међутим, пораст нивоа Keap1 у високоградусним RCC се није одразио 
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на количину Nrf2 (Слика 28 и Слика 30), што може бити знак нарушене пост-
транслационе регулације Nrf2 код агресивнијих фенотипова RCC. Ово може бити 
последица измењеног Keap1 протеина услед перманентног оксидативног стреса 
или мутација на CUL3 [316], што онемогућава формирање Е3 убиквитин лигазног 
комплекса неопходног за убиквитинацију и каснију разградњу Nrf2 [130]. 
Промена нивоа Keap1 у канцерима је најчешће у вези са метилацијиом промотора 
на KEAP1 гену [317], и резултира смањењем распложивости овог протеина у 
ћелијама. Резултати изложени у овој дисертацији не потврђују ове налазе, јер се 
експресија KEAP1 није мењала у RCC. Међутим, ово се не може сматрати општим 
трендом за RCC, па су тако Фабрицио и сар. (2017) регистровали метилацију на 
KEAP1 промотору код 49% ccRCC [318], што још једном потврђује велику 
хетерогеност ове врсте малигних тумора. На основу стабилне експресије Nrf2 уз 
потенцијално нарушену регулацију од стране Keap1, може се закључити да RCC 
показују конститутивну експресију овог транскрипционог фактора. Nrf2 регулише 
експресију гена за АО ензиме и ензиме метаболизма ксенобиотика, утиче на 
превенцију апоптозе [319] и модулише пролиферацију и раст туморских ћелија 
[317] па његова експресија у RCC може бити један од кључних догађаја 
канцерогенезе. Ово потврђује да је Nrf2 неселективни цитопротектор [320] који 
спречава малигну трансформацију здравих ћелија, али са друге стране доприноси 
заштити и промоцији канцерских ћелија. Пораст експресије Nrf2 протеина је 
позитивно корелисан са инвазивним фенoтипом меланома [321] и агресивнијом 
формом pRCC (тип 2) [316]. Такође, код неситноћелијског карцинома плућа и 
карцинома бешике, стабилизација и експресија Nrf2 је у вези са резистенцијом на 
хемиотерапеутике [322, 323]. Nrf2 директно или индиректно контролише преко 
200 различитих гена [324]. Стога резултати који показују везу између експресије 
овог транскрипционог фактора и лошије прогнозе код пацијената са различитим 
карциномима [325-327] не представљају изненађење. У последњих петнаест 
година је установљено да је Nrf2 један од кључних фактора раста и резистенције 
солидних тумора због чега се јавила потреба за развојем терапеутика способних 
да га инхибирају [328]. До данас је регистрован немали број инхибитора Nrf2/ARE 
сигнализације [128] међу којима има синтетичких, али и једињења природног, 
најчешће биљног порекла. Сва истраживања су још увек у претклиничкој фази, 
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али је јасно да ће се ова област редокс биологије у наредним годинама кретати у 
правцу развоја лекова чије ће деловање бити засновано на експлоатацији 
прекомерне активности Nrf2/ARE молекулског пута [329]. Ово је од посебног 
значаја за третман пацијената са RCC, јер и поред до сада регистрованих лекова и 
даље постоји потреба за ефикаснијим терапеутицима. 
 
5.3 ПЕТОГОДИШЊЕ ПРЕЖИВЉАВАЊЕ ПАЦИЈЕНАТА У ЗАВИСНОСТИ 
ОД АНТИОКСИДАТВИНИХ ПАРАМЕТАРА 
 
Из досада изложених резултата као и на основу литературе се може рећи 
да је оксидативни стрес стање повезано са канцером бубрега [265] које је 
узроковано редукцијом ћелијског антиоксидативног пула [330]. Поред значајно 
редуковане експресије и активности АО ензима у канцерском ткиву бубрега, 
регистроване у овој дисертацији, као и у ранијим студијама [186, 187], код 
пацијената са RCC je показана повећана активност ензима који продукују ROS 
[191], а то има за последицу пораст нивоа оксидативног стреса [188, 220, 331, 
332]. Све ово указује да је перманентни оксидативни стрес одлика RCC. Међутим, 
у малигном ткиву бубрега готово свих пацијената детектована је активност свих 
АО ензима што указује да је њихова функција, иако смањена, делом очувана. Још 
увек трају напори да се пронађе скуп предикционих и прогностичких маркера 
преживљавања код пацијената оболелих од RCC [333]. Ово је био разлог да се 
испита утицај активности анализираних АО ензима, као и концентрације GSH и 
MDA, на преживљавање пацијената са RCC.  
У овој студији  је уочен могући утицај активности GPx и GR као и нивоа 
GSH на преживљавање. Наиме, пацијенти код којих је измерена повећана 
активност GPx и GR као и повећана концентрација GSH су имали нижу стопу 
преживљавања и готово два пута већи ризик од смртног исхода (Табела 11 и 
Табела 13). Претходно је указано на значај GSH и ензима његове биосинтезе за 
процес канцерогенезе [116], о чему је било речи и у дискусији ове дисертације. 
Повишен ниво гама глутамил трансферазе (γ-GT) у стањима оксидативног стреса 
је повезан са растом тумора и преживљавањем. Екстрацелуларни GSH представља 
главни извор цистеина који је од посебног значаја за процес синтезе протеина у 
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ћелијама тумора које се брзо деле [334]. Хофбауер и сар. (2014) су потврдили да 
претерапеутски ниво γ-GT у серуму представља независни прогностички фактор 
за пацијенте са RCC, при чему је виши ниво γ-GT у вези са лошијом прогнозом 
[335]. Насупрот експресији на луминалној површини секреторних и абсортивних 
ћелија у нормалном ткиву бубрега, γ-GT је експримиран на читавој ћелијској 
површини код RCC. Ово има за последицу повишен ниво γ-GT и пораст 
интрацелуларног нивоа GSH, што је у корелацији са прогресијом тумора [335]. 
Међутим, у овој докторској дисертацији напредовање тумора није праћено 
додатном променом нивоа GSH, док су Ганисамони и сар. (2012) уочили везу 
између нижег нивоа GSH и вишег градуса RCC и метастаза [188]. Иако веза 
између клиничко-патолошких параметара и концентрације GSH није показана у 
овој студији, значајан налаз представља то да су пацијенти са повећаном 
концентрацијом GSH у туморском ткиву имали лошији исход. Ово указује на 
потенцијални тумор-протективни ефекат глутатиона. 
Што се тиче GSH зависних ензима, резултати су донекле опречни. 
Пљеша-Ерцеговац и сар. (2008) су утврдили да је активност GPx и GR значајно 
нижа у туморском ткиву RCC [187], што је у сагласности за резултатима ове 
докторске дисертације, док је друга студија показала да нема значајне промене у 
активности ових ензима у поређењу са здравим ткивом бубрега [332]. У основи 
ових резултата је велика интратуморска хетерогеност која је једна од кључних 
одлика ове врсте малигнитета. Треба ипак истаћи да су, у овој студији, пацијенти 
са повећаном интратуморском активношћу GPx и GR имали лошију прогнозу, 
што указује на тумор-протективну улогу ових ензима. Резултати ове докторске 
дисертације нису показали везу између активности GST и укупног преживљавања. 
Међутим, други аутори сматрају GST високо специфичним дијагностичким 
маркером за примарни ccRCC, али се његов прогностички значај добија тек 
уколико се градус изузме из мултиваријантне анализе [302]. 
Ниво липидне пероксидације је виши код RCC него у здравом ткиву 
бубрега, али није показао везу ни са једним клиничко-патолошким фактором 
значајним за преживљавање пацијената са RCC. Насупрот овој студији, утврђена 
је корелација између виших градуса и повећане липидне пероксидације у 
туморском ткиву бубрега [188]. Виера де Рибеиро и сар. (2013) су нашли 
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прекомерну експресију CuZnSOD у екстрактима ccRCC, што је објашњено  
чињеницом да је продукција ROS генерално већа у малигним ћелијама [227]. 
Нижа експресија SOD1 гена, забележена у студији, је праћена падом у количини 
протеина и ензимске активности. Иако је промена нивоа SOD и CAT нађена у 
туморском ткиву у овој, као и у ранијим студијама [188], веза са хисто-
патолошким карактеристикама није уочена. Резултати изложени у овој докторској 
дисертацији указују на одстуство корелације између стадијума RCC и нивоа 
анализираних АО ензима, GSH и MDA што је у сагласности са литературним 
подацима [336].  
Анализа преживљавања пацијената од којих је узорковано ткиво је још 
једном потврдила значај клиничко-патолошких параметара за исход болести. 
Укупно преживљавање је износило 54,6% што је у складу са литературом [4]. 
Униваријантна анализа је издвојила величину тумора, градус и стадијум као 
независне предикторе преживљавања. Након мултиваријантне анализе величина 
тумора и градус су остали значајни за исход болести. Величина тумора се сматра 
значајном одредницом стадијума тумора и у корелацији је са инвазијом реналног 
синуса, метастатским потенцијлом RCC и прогнозом [147]. Овде је, још једном, 
потврђено да пацијенти са тумором већим од 7 cm имају лошију прогнозу. Ризик 
од смртног исхода за пацијенте са тумором величине од 7,1-10 cm и >10 cm је био 
1,2 и 4,1 пута већи у поређењу са онима код којих величина тумора није прелазила 
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6. ЗАКЉУЧАК  
 
У овој докторској дисертацији су дефинисана три главна циља у оквиру 
којих су, на основу приказаних резултата, изведени следећи закључци: 
 
I Анализа утицаја клиничко-патолошких параметара на преживљавање 
пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега (RCC)  
 
1. Старост пацијената је фактор који значајно утиче на укупно 
преживљавање испитаника оболелих од RCC. На крају петогодишњег 
периода праћења, регистровано је ниже укупно преживљавање пацијената 
у седмој и осмој деценија живота као и 5, односно 6 пута већи ризик од 
смртног исхода. Закључено је да испитаници у седмој и осмој деценији 
живота представљају ризичне групе са већом вероватноћом за негативан 
исход третмана. 
2. Пол пацијената оболелих од RCC није утицао на укупно 
преживљавање. Иако је код жена забележена мања стопа преживљавања 
током петогодишњег периода праћења, ризик од смртног исхода је био 
готово једнак код оба пола. 
3. Величина тумора је клиничко-патолошки фактор који значајно утиче 
на укупно преживљавање пацијената оболелих од RCC. Раст тумора је 
у вези са лошијим исходом болести. Пацијенти са туморима већим од 7 cm 
су имали мању стопу преживљавања. Величина тумора од 7 cm се може 
сматрати граничном, јер су тумори величине од 7,1-10 cm и >10 cm имали 
2,8 и 5 пута већи ризик од смртног исхода.   
4. Градус тумора значајно утиче на укупно преживљавање пацијената 
оболелих од RCC. Испитаници са туморима високог градуса (III и IV) су 
имали 1,4 пута нижу стопу укупног преживљавања у односу на оне са 
туморима ниског градуса  (I и II). Високоградусни тумори су у вези са 
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5.  Стадијум тумора значајно утиче на исход третмана код пацијената 
оболелих од RCC. Након петогодишњег периода праћења, у групи 
пацијената са туморима трећег и четвртог стадијума у животу је било свега 
42,4%, односно 33,3% испитаника. Поред тога, тумори трећег и четвртог 
стадијума носе 6,9 односно 10,7 пута већи ризик од смртног исхода у 
поређењу са туморима првог и другог стадијума.  
6. Хистолошки подтип тумора не представља фактор од значаја за 
укупно преживљавање пацијената оболелих од RCC. Пацијенти са 
различитим хистолошким подтипом RCC нису имали значајно другачије 
стопе преживљавања. Такође, ризик од смртног исхода није значајно 
варирао у зависности од хистолошког подтипа RCC. 
 
Старост пацијената, величина, градус и стадијум тумора су клиничко-
патолошки фактори који независно једни од других значајно утичу на укупно 
преживљавање пацијената. Међутим, након анализе њиховог заједничког утицаја 
(мултиваријантна анализа) на исход болести, само су градус и стадијум тумора 
имали значајан ефекат на преживљавање пацијената оболелих од RCC. Имајући 
у виду мултифакторску основу карцинома бубрега, може се закључити да градус 
и стадијум тумора имају прогностички значај на основу кога се са великом 
сигурношћу може проценити исход болести након нефректомије. 
 
II Одређивање АО статуса пацијената оболелих од тубуларног карцинома 
бубрега (RCC) 
 
1. Малигно ткиво бубрега је у стању оксидативног стреса. У канцерском 
ткиву бубрега је измерен повишен ниво PAB вредности у односу на здраво 
ткиво.  
2. Оксидативни стрес је значајан за раст и просторно ширење малигног 
ткива у бубрегу. Тумори трећег и четвртог стадијума су имали за 31,6% 
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3. Малигно ткиво бубрега је у стању нарушеног редокс баланса. Овај 
закључак произилази из резултата који су показали значајно мању 
концентрацију GSH у малигном ткиву бубрега у односу на здраво ткиво. 
4. Нарушавање редокс статуса бубрега се одвија у премалигним или 
раним фазама канцерогенезе. Сличан пад концентрације GSH је 
регистрован код нижих градуса и стадијума као и код недиференцираних 
тумора (виши градуси) и просторно узнапредовалих форми (виши 
стадијуми) RCC.  
5. Пораст концентрације MDA у RCC у поређењу са контролним ткивом 
указује на повећање липидне пероксидације у малигно 
трансформисаном ткиву. Код узнапредовалих форми RCC је уочено веће 
одступање у концентрацији MDA у односу на здраво ткиво, што указује да 
је прогресија тумора праћена пропагацијом липидне пероксидације. 
6. Малигно ткиво бубрега одликује смањена активност CuZnSOD што је 
последица самњене експресије SOD1 гена. Резултати су показали да 
малигно ткиво, без обзира на градус и стадијум, има смањену количину 
SOD1 mRNA и последично пад нивоа CuZnSOD протеина. 
7. Малигну трансформацију ткива бубрега карактерише пораст 
активности MnSOD. Примарни фактор који утиче на пораст ензимске 
активности је усходна регулација експресије SOD2 гена. Наиме, туморско 
ткиво бубрега је имало значајно више вредности SOD2 mRNA и MnSOD 
протеина у поређењу са здравим ткивом.  
8. Варирање експресије CAT је у вези са малигном трансформацијом 
ткива. У туморском ткиву бубрега је, без обзира на градус и стадијум, 
регистрована 80% нижа активност CAT у односу на контролно ткиво. Пад 
активности је последица смањене експресије CAT гена и значајног опадања 
нивоа CAT протеина. 
9. Варирање експресије CAT гена је у вези са прогресијом тумора. Код 
недиференцираних тумора је регистровна промена експресије CAT на 
нивоу транскрипције. Тумори вишег градуса су имали значајно нижи ниво 
CAT mRNA у поређењу са нискоградусним туморима.  
127 
 
Докторска дисертација                                                                                  Закључак 
 
10. Експресија GPx се значајно мења у малгином ткиву на нивоу 
траскрипције и ензимске активности.  У RCC је регистрован виши ниво 
GPX1 mRNA у поређењу са здравим ткивом бубрега. Активност GPx је 
имала супротан тренд па је у малигном ткиву забележен значајан пад 
ензимске активности у односу на контроле. 
11.  Активност GPx у RCC је регулисана на посттранслационом нивоу. 
Ниво GPx1 протеина се није значајније мењао у малигном ткиву бубрега у 
поређењу са контролним, док је активност GPx у RCC била за 75% нижа у 
односу на активност измерену у контролном ткиву. 
12. Недиференцирани тумори показују пад експресије GPX1 гена. 
Високоградусни тумори су имали значајно нижи ниво GPX1 mRNA у 
поређењу са нискоградусним RCC. 
13. Активност GR у малигном ткиву бубрега је резултат нисходне 
регулације GR гена, али и посттранслационих модификација. У RCC, 
независно од градуса и стадијума, је измерена значајно нижа активност 
GR. Ово је последица смањене експресије GR гена и нижег нивоа GR 
протеина. Нискоградусни тумори нису показали промену нивоа GR 
протеина, али је активност ензима била значајно нижа у поређењу са 
здравим ткивом.   
14. Промена експресије GR гена је у вези са агресивнијим формама RCC. 
Резултати су показали значајно нижи ниво GR mRNA и GR протеина код 
високоградусних тумора у односу на контролно ткиво, али и у поређењу са 
нискоградусним RCC.  
15. Пад активности GST, регистрован у RCC, је резултат деловања више 
фактора. Активност GST у туморском ткиву је била значајно нижа у 
односу на здраво ткиво бубрега, што је последица значајно нижег нивоа 
GSTA1 mRNA и смањене количине GSTA1 протеина. Међутим, пад GST 
активности у малигном ткиву, који значајно превазилази пад количине 
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16. Малигно ткиво бубрега се карактерише стабилном експресијом Nrf2. 
Ниво Nrf2 протеина у туморском ткиву, независно од градуса и стадијума, 
је остао непромењен у поређењу са здравим ткивом бубрега. 
17. Инхибиторна улога Keap1 је нарушена код недиференцираних тумора. 
Овај закључак произилази из резултата који показју да у високоградусним 




Малигно ткиво бубрега пацијената оболелих од RCC је у стању 
оксидативног стреса које доприноси расту и просторним ширењу тумора. 
Оксидативни стрес је последица ниже концентрације GSH и смањене 
способности ензима АО одбране да елиминишу реактивне врсте кисеоника. 
Усходна регулација експресије SOD2 гена, која има за последицу повећану 
активност MnSOD указује на протективну улогу овог ензима у малигном ткиву 
бубрега. Поред тога, нижа активност CAT и GPx показују да је потенцијал 
малиног ткива да елиминеше H2O2 смањен, што указује на значајну улогу овог 
молекула у процесу канцерогенезе бубрега. Активност GST која је била на граници 
детекције није се мењала код узнапредовалих форми RCC што сугерише да је 
опадање активности овог ензима део раних догађаја у етиопатогенези RCC. 
Имајући у виду улогу GST у елиминацији штетних агенаса, нарушавање њене 
функције је један од фактора који доприноси малигној трансформацији ткива 
бубрега. Стабилна експресија Nrf2, уз смањену ихибицију од стране Keap1 код 
недиференцираних тумора, указују да је очување функционалости овог 
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III Испитивање утицаја параметара антиоксидативног статуса на укупно 
преживљавање пацијената оболелих од тубуларног карцинома бубрега (RCC)  
 
1. Активности SOD, CAT и GST нису значајно утицале на укупно 
преживљавање пацијената оболелих од RCC. Није уочена статистички 
значајна разлика у укупном преживљавању између пацијената са нижим и 
вишим активностима SOD, CAT и GST. 
2. Активност GPx представља фактор који потенцијално утиче на 
укупно преживљавање пацијената оболелих од RCC. Након 
петогодишењег периода праћења, у групи пацијената са повећаном 
активношћу GPx у животу је било 41% испитаника, док је преживљавање 
испитаника са нижом активношћу GPx износило 65%. Повећана активност 
GPx у малигном ткиву бубрега носи 1,9 пута већи ризик од смртног 
исхода. 
3. Активност GR представља фактор који потенцијално утиче на укупно 
преживљавање пацијената оболелих од RCC. Након пет година, свега 
29,8% пацијената са вишом активношћу GR је било у животу, у односу на 
70% испитаника код којих је у малигном ткиву забележена нижа активност 
GR. Поред тога, повећана активност GR у малигном ткиву бубрега носи 1,8 
пута већи ризик од смртног исхода. 
4. Концентрација GSH потенцијално утиче на укупно преживљавање 
пацијената оболелих од RCC. Повећана концентрација GSH у малигном 
ткиву бубрега повећава тенденцију ка лошијем исходу болести. Пацијенти 
са вишом концентрацијом GSH су имали нижу стопу преживљавања 
(41,8%) у поређењу са испитаницима код којих је концентрација GSH била 
нижа (64,9%). Виша концентрација GSH у малигном ткиву бубрега носи 
1,9 пута већи ризик од смртног исхода. 
5. Концентрација MDA није од значаја за укупно преживљавање 
пацијената оболелих од RCC. Укупно преживљавање пацијената са 
мањом концентрацијом MDA је било готово једнакo преживљавању 
испитаника код којих је концентрација MDA била већа.  
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Анализиа утицаја АО параметара на укупно преживљавање пацијената 
оболелих од RCC је указала на потенцијални ефекат GSH, GPx и GR. Повишен 
ниво ових параметара у малигном ткиву бубрега је у вези са лошијим исходом, 
што указује на потенцијалну тумор-протективну улогу глутатиона и глутатион 
зависних ензима. Готово два пута већи ризик од смртног исхода забележен код 
испитаника са повишеним нивоом GSH, GPx и GR сугерише да ови параметри 
могу имати и предикциони значај код оболелих од тубуларног карцинома бубрега. 
 
Резултати ове докторске дисертације указују на значај и међусобну 
повезаност антиоксидативних и клиничко-патолошких параметара у 
комплексној мрежи интеракција геномских, биохемијских и клиничких 
фактора значајних за настанак, прогресију, дијагностику и прогностику 
тубуларног карцинома бубрега, као и за преживљавање и процену исхода ове 
болести. Од испитиваних клиничко-патолошких фактора, градус и стадијум 
тумора су испољили најјачи ефекат на преживљавање RCC пацијената, као и 
значајан прогностички потенцијал за исход болести након нефректомије. 
Оксидативни стрес, настао као последица пада нивоа GSH, сниженог 
капацитета ензима АО одбране и нарушеног механизма његове регулације 
транскрипционим фактором Nrf2 се показао као фактор који значајно 
доприноси расту и просторном ширењу RCC, а компоненте глутатионског 
редокс циклуса као параметри значајни за укупно преживљавање пацијената 
и предикцију исхода болести. 
Значај ове докторске дисертације је у оригиналном научном доприносу 
молекуларној биомедицини и бољем познавању молекулских механизама и 
клиничко-патолошких фактора значајних за RCC, њиховој повезаности, као и 
потенцијалној примени добијених резултата у циљу унапређења актуелне 
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